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Ekspresija gena za inhibitore cisteinskih proteinaza (OCI i OCII) 




Kombinovanje ili “slaganje” različitih gena u transgenim biljkama radi postizanja uspešnije kontrole 
patogena i štetočina i/ili većeg prinosa predstavlja jednu od glavnih oblasti istraživanja savremene 
biotehnologije. Orizacistatini I i II (OCI i OCII), proteinazni inhibitori različitih specifičnosti, pokazali su 
potencijal u kontroli štetočina koje koriste cisteinske proteinaze za digestiju proteina. Da bi se pojačao 
njihov inhibitorni potencijal i, eventualno, povećala efikasnost ovih inhibitora u kontroli štetočina, oba 
cistatina su koeksprimirana u transformisanim biljkama tri sorte krompira. “Slaganje” orizacistatinskih 
gena kod sorti Dragačevka i Dezire ostvareno je postupkom ko-transformacije i zabeležena je frekvenca 
kointegracije OCI i OCII gena od 20-22%. Kod sorte Jelica sekvencijalna re-transformacija se pokazala 
kao efikasniji pristup: frekvenca integracije OCII gena nakon re-transformacije OCI-transformisane linije 
iznosila je 91%. Istovremeno, “slaganje” dva orizacistatnska gena, bilo postupkom ko- ili re-
transformacije, postignuto je upotrebom nptII gena kao jedinog selekcionog markera. Ekspresija OCI i 
OCII gena indukovana povređivanjem i akumulacija biološki aktivnih rekombinantnih OCI i OCII 
proteina potvrđena je kod svih analiziranih OCI/OCII transformisanih linija krompira. OCI/OCII linije 
krompira nisu ispoljavale značajna odstupanja od normalnog fenotipa, što ukazuje na nizak nivo 
somaklonalnih varijacija i odsustvo uticaja rekombinantnih OCI i OCII na metabolizam biljke domaćina. 
 
Iako nije uticala na preživljavanje, ishrana larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) 
listovima krompira koji eksprimiraju oba orizacistatina imala je značajan uticaj na različite osobine 
performanse rasta i razvića larvi. Larve hranjene transformisanim listovima su se presvlačile ranije, i 
tokom L2 i L3 stupnja uvećavale masu do 29,7% brže i konzumirale listove do 29,1% brže u odnosu na 
one hranjene netransformisanim listovima. Istovremeno, larve na OCI/OCII listovima su do tri dana ranije 
dostizale maksimum mase i ranije “usporavale” sa ishranom ulazeći u prepupalnu fazu razvića. Uprkos 
povećanju performansi rasta i ishrane, pri istoj efikasnosti ishrane, L4 larve na transformisanim listovima 
nisu u potpunosti uspele da kompenzuju negativne efekte prisustva orizacistatina u hrani. U odnosu na 
larve hranjene netransformisanim listovima, maksimalna masa na kraju larvenog razvića i ukupan stepen 
oštećenja listova bili su do 19,4% i do 18,5% manji kod larvi krompirove zlatice hranjenih OCI/OCII 
transformisanim listovima krompira. Smanjenje mase larvi na OCI/OCII listovima dovelo je i do pojave 
adulta krompirove zlatice sa do 26,3% redukovanom telesnom masom. Analiza ukupne proteinazne 
aktivnosti kod larvi krompirove zlatice pokazala je inicijalno smanjenje digestivnog kapaciteta L3 larvi 
do 56%, koje je praćeno inhibicijom specifične aktivnosti cisteinskih proteinaza do 62% (akutni efekat). 
Sa druge strane, pri hroničnoj ingestiji OCI/OCII listova krompira, ukupna i aktivnost cisteinskih 
proteinaza kod L3 larvi ne pokazuje značajna odstupanja od kontrolnog nivoa, ukazujući na 
kompenzatorne odgovore proteaza larvi na prisustvo rekombinantnih orizacistatina u ishrani. Uočene 
promene u ishrani, rastu i razviću larvi krompirove zlatice mogu biti tumačene kao regulatorni odgovor 
kojim se postiže maksimum telesne mase uprkos prisustvu rekombinantnih inhibitora. Time se pokreću 
složene interakcije između ishrane, digestivnih procesa i regulatornih mehanizama rasta i razvića koje 
mogu da kompenzuju potencijalno smanjenje adaptivne vrednosti usled ishrane transformisanim 
listovima. 
 
Ključne reči: „slaganje“ gena; ko-transformacija; re-transformacija; krompir; inhibitori cisteinskih 
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Expression of cysteine proteinase inhibitor genes (OCI and OCII )  




The combination or stacking different genes in transgenic plants to achieve disease and pest control 
and/or higher crop yield is one of a major method of contemporary biotechnology. Oryzacystatins I and II 
(OCI and OCII), inhibitors with different specificity, show potential in controlling pests that utilize 
cysteine proteinases for protein digestion. To strengthen this inhibitory range and, possibly, achieve an 
additive effect in the overall efficiency of these proteins against pests, both cystatins were co-expressed in 
three potato cultivars. Oryzacystatin genes pyramiding in Dragačevka and Desiree cultivars were 
achieved by co-transformation with OCI and OCII genes co-integration frequency of 20-22%. For Jelica 
cultivar sequential re-transformation was more efficient approach: OCII gene integration frequency 
following re-transformation of an OCI-expressing line was 91%. Additionally, pyramiding of different 
oryzacystatin genes, by co- or re-transformation approach, were achieved using the nptII gene as the only 
selection marker. Wounding induction of OCI and OCII gene transcripts and accumulation of biologically 
active OCI and OCII recombinant proteins was confirmed in all analyzed OCI/OCII transformed lines. 
OCI/OCII potato lines did not exhibit morphological abnormalities, indicating low level of somaclonal 
variation or interference of the recombinant OCI or OCII with host plant metabolism. 
 
In the absence of significant mortality, feeding Colorado potato beetle larvae (Leptinotarsa decemlineata 
Say) on OCI/OCII-expressing foliage had an impact on various aspects of the growth and developmental 
performances of larvae. Larvae feeding on transformed potato leaves tended to molt earlier and, 
especially during L2-L3 stages, gain weight up to 29.7% faster and consume leaf material up to 29.1% 
faster, compared to those on untransformed foliage. Larvae on OCI/OCII foliage were also reach 
maximum weight gained three days earlier and slow down earlier in preparation for pupation. Despite 
their faster growth and feeding, with similar efficiencies of conversion of ingested food, L4 larvae reared 
on transformed foliage were not compensating presence of the recombinant oryzacystatins in the diet. 
Compared to those on untransformed foliage, maximum weight gained and amount of foliage consumed 
were up to 19.4% and 18.5%, respectively, lower for the larvae fed on OCI/OCII potato foliage. Larval 
weight reduction on OCI/OCII foliage resulted in adult emergence with up to 26.3% reduced body mass. 
Analysis of total digestive proteinases activity showed initially, up to 56%, reduction in digestive capacity 
of L3 potato beetle larvae, accompanied with inhibition of cysteine proteinase specific activity up to 62% 
(acute effect). However, by continual ingestion of OCI/OCII potato foliage total and cysteine proteinases 
specific activities were at control level, suggesting compensatory responses of larvae protease system to 
the presence of recombinant oryzacystatins in the diet. The observed alterations in larval feeding and 
growth performance can be interpreted as regulatory responses aimed at stabilizing the final body weight 
despite presence of the recombinant inhibitors. These changes can trigger complex interactions between 
feeding, food processing and growth regulatory mechanisms, which tend to compensate for the potential 
fitness loss caused by feeding on transformed foliage. 
 
Key words: gene stacking; co-transformation; re-transformation; potato; cysteine proteinase inhibitors; 
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BAP – 6-benzil-aminopurin 
CIM  – podloga za indukciju kalusa 
    CTAB – cetiltrimetilamonium bromid 
DEPC – diethil pirocarbonat 
DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 
dNTP – 2’-dezoksi-nukleozid-5’-trifosfat 
GA3 – giberelna kiselina 
MS  – hranljiva podloga po Murashige i Skoog-u (1962) 
NAA – 1-naftil-sirćetna kiselina 
OCI – orizacistatin I 
OCII – orizacistatin II 
PCR  – reakcija lančanog umnožavanja 
   (eng. polymerase chain reaction) 
PI  – inhibitor proteinaza 
pin2p – promotor proteaznog inhibitora II iz krompira 
PMSF – fenilmetilsulfonil florid 
PVP – polivinilpirolidon 
RIM – podloga za indukciju korenova 
RNK – ribonukleinska kiselina 
SDS – natrijum dodecil sulfat 
SIM – podloga za indukciju izdanaka 










Nekontrolisana i učestala upotreba sintetičkih pesticida u poslednjih 50 godina dovela je 
do zagađenja okoline, razvijanja otpornosti insekata na pesticide, drastičnog smanjenja 
populacija korisnih insekata i, što je najvažnije, negativno je uticala na zdravlje ljudi kao 
i na druge organizme. Ekonomski troškovi hemijske kontrole i narušavanje prirodne 
sredine nametnuli su potrebu za bezbednijim i efikasnijim načinima kontrole štetočina u 
agronomski važnim ekosistemima.  
 
Sa druge strane, biljke su, tokom koevolucije sa herbivornim insektima, razvile efikasne 
mehanizme zaštite sintetišući različite sekundarne metabolite i inhibitore enzima koji su 
toksični za insekte i patogene. Identifikacija ovih gena i poznavanje puteva njihove 
regulacije, zajedno sa razvojem molekularne biologije i biotehnologije, omogućilio je 
dobijanje transgenih biljaka povećane otpornosti prema štetočinama.  
 
Ipak, u nekim slučajevima uspešnost kontrole štetočina i patogena pomoću jednog 
transgena je pokazala ograničeni uspeh obzirom da je evolucija adaptivnih strategija 
insekata dovela do pojave rezistentnosti. Od svih strategija za povećanje opsega zaštite 
biljaka i izbegavanje ili odlaganje pojave rezistentnosti među insektima - introdukcija i 

















1.1. Krompir (Solanum tuberosum L.) 
 
Klasifikacija:     
Carstvo Plantae
  Razdeo Magnoliophyta
    Klasa Magnoliopsida
      Podklasa Asteridae
        Red Solanales   
          Familija Solanaceae
            Rod Solanum L 
              Vrsta Solanum tuberosum L.  
(eng. Irish potato) 
 
Krompir je, od biljaka gajenih za ljudsku ishranu, jedan od najznačajnijih 
poljoprivrednih useva i nalazi se na četvrtom mestu po proizvodnji (posle pšenice, 
pirinča i kukuruza) i petom po površini zemljišta pod ovom kulturom (FAOSTAT, 2006). 
Iako je biljka hladnih i vlažnih klimatskih uslova, temperaturnog optimuma 15-20°C za 
većinu kultivara, danas se krompir uspešno gaji i u umerenim, suptropskim i tropskim 
regionima (Slika 1.1). 
 
Za ljudsku ishranu, krtola je najznačajniji deo biljke i predstavlja odličan izvor ugljenih 
hidrata, minerala i vitamina. Čine je oko 80% vode i 20% organskih materija i ima 
visoku nutritivnu vrednost (oko 90 Kcal/100 gr sveže mase). Od organskih materija 85% 
je skrob a ostatak su proteini, koje čine više od 20 aminokiselina, a među njima 8 su 
esencijalne. Dobar je izvor vitamina kao što su niacin, riboflavin, tiamin i vitamin C, 
sadrži minerale kao što su kalcijum, gvožđe, fosfor, kalijum i sumpor, i bogata je 
antioksidantima koji se povezuju sa mnogim povoljnim uticajima na ljudsko zdravlje - 
uključujći smanjenje rizika od srčanih oboljenja, nekih tipova kancera i katarakte 
(Brown, 2005). Kao i gotovo sve Solanaceae krompir sadrži i izvesnu količinu toksičnih 
steroidnih glukoalkaloida (obično α-solanin i α-hakonin), koja je, za razliku od divljih 
vrsta krompira, kod komercijalnih kultivara na veoma niskom nivou i ne prelazi 2% 
(Friedman, 2006).  
 
Značajni ekonomski gubici u proizvodnji krompira posledica su velikog broja patogena i 
štetočina: preko 60 vrsta insekata, oko 10 nematoda, 11 virusa, 6 bakterija i preko 20 





Ukoliko nisu konrolisani, oštećenja koja predatori i patogeni mogu naneti biljkama 
krompira, mogu biti toliko ozbiljna da uzrokuju potpuni gubitak prinosa. 
 
 
Slika 1.1. Oblasti gajenja krompira. Krompir se najviše konzumirao u Evropi, Severnoj 
Americi i bivšim Sovjetskim Republikama do 1990-tih, kada su potrošnja i proizvodnja naglo 
porasle u zemljama Azije, Afrike i Latinske Amerike. Danas, Evropa i Azija predstavljaju 
najveće proizvođače krompira, sa više od 80% svetske produkcije, a Azija potroši skoro 
polovinu svetskih zaliha krompira. Krompir se gaji u preko 150 zemalja i preko bilion ljudi u 
svetu jede krompir (http://www.potato2008.org/). Slika je preuzeta sa http://www.biologie.uni-
hamburg.de i adaptirana. 
  
 
1.1.1. Poreklo i istorijat 
 
Krompir potiče iz regiona južnoameričkih Anda, verovatno sa teritorije današnje 
Bolivije, Čilea i Perua, gde se gaji unazad najmanje 2000 godina (Smith, 1977). Naziv 
krompir (eng. potato) vodi poreklo od haićanske reči batata, naziva za slatki krompir 
(Ipomea batatas). I španski i engleski istraživači su sredinom XVI veka u Evropu doneli 
lokalni južnoamerički kuitivar Andigenu (Solanum tuberosum ssp andigena), koja se 
smatra pretkom današnjeg krompira (Solanum tuberosum ssp tuberosum; Solomon & 
Barker, 2001). Početkom XVII veka počinje uzgajanje krompira u Engleskoj i Irskoj, da 
bi danas krompir postao jedan od najznačajnijih useva u svetskoj proizvodnji hrane. U 






1.1.2. Proizvodnja krompira u Srbiji 
 
Agroekološki uslovi u našoj zemlji povoljni su za proizvodnju krompira tako da se  
krompir nalazi među vodećim ratarskim kulturama u Srbiji. Ipak, u poređenju sa, na 
primer, Holandijom ili Italijom, naša proizvodnja je za 4-10 puta manja. Razlozi za to su 
nizak nivo agrotehnike, pošto se krompir kod nas uglavnom gaji na manjim parcelama, 
kao i izostavljanje navodnjavanja ove kulture (navodnjava se 1% zemljišta pod 
krompirom). Sortiment proivodnje je, takođe, nepovoljan. U proizvodnji se nalazi oko 
10 inostranih sorti od kojih sorta Dezire zauzima u pojedinim godinama i do 80% 
površine. I semenarstvo je na niskom nivou, i zadovoljava oko 5% potreba. Preostale 
površine se uglavnom zasejavaju semenskim krompirom lošeg ili neproverenog 
kvaliteta, čiji je potencijal 30-50% ispod genetskog potencijala zdravog semenskog 
krompira. Krompir se u našoj zemlji najviše troši za ljudsku ishranu, a samo se 3-4% 
preradi u prehrambene proizvode. Srbija se retko, izuzev kada su rodne godine, 
pojavljuje kao izvoznik krompira, ali se zato sve češće pojavljujemo kao njegov 
uvoznik. Problem proizvodnje dovoljnih količina za domaće potrebe može se prevazići 
sadnjom kvalitetnog semena otpornog prema raznim stetocinama što bi, uz adekvatnu 
agrotehniku, obezbedilo porast prinosa približan razvijenim zemljama. Time bi se 





Komercijalni i najzastupljeniji metod propagacije krompira jeste propagacija 
vegetativnim putem, odnosno putem krtole. Za razliku od propagacije preko pravog 
semena, koje poseduje visoku varijabilnost, propagacija preko semenskih krtola daje 
visoku uniformnost biljaka. Takođe, za mnoge komercijalne kultivare, koje karakteriše 
sterilnost, to je ujedno i jedini način razmnožavanja. Propagacija vegetativnim putem 
istovremeno je i način za prenos bolesti sa jedne generacije na drugu. Virusne, 
bakterijske i glivične bolesti donose velike ekonomske gubitke, pa je količina hemijskih 
sredstava za njihovu kontrolu (pestcidi/fungicidi) u gajenju krompira, na godišnjem 





faktor u proizvodnji krompira, koja je u poslednje tri dekade zabeležila rast veći nego 
bilo koja druga gajena biljna vrsta. 
 
 
1.1.4. Genetika krompira 
 
Krompir poseduje serije nivoa ploidije, čija je osnova haploidni broj 12, počev od 
diploida (2n=24), pa do heksaploida (6n=72). Varijacije uključuju ne samo divlje sorte 
centranog dela Južne Amerike, Meksika i južnog dela Severne Amerike već i mnoštvo 
lokalnih kultivara gajenog krompira, kao i veliki broj hibrida komercijalnih i divljih sorti 
(Ross, 1986). Komercijalni kultivari su autotetraploidi (2n=4x=48), sa 4 seta sličnih 
alela (Hawkes, 1994), a njihova selekcija za važne poligenske osobine je usmeravana ka 
što većoj heterozigotnosti. Tako, na primer, bujnost i prinos autotetraploida su visoko 
zavisni od diverziteta genskih lokusa (Bingham, 1983; Hermsen, 1984; Bonierbale i sar. 
1993). Genetičke studije i ukrštanje krompira su, usled tetrasomatičkog modela 
nasleđivanja, naporan posao (Carputo i sar. 2010), dodatno otežan različitim nivoima 
sterilnosti i samo- ili unakrsnoj- inkopatibilnosti (Gopal & Khurana, 2006). 
 
 
1.2. Konvencionalni metodi oplemenjivanja krompira 
 
Počev od 1800-te pa do danas, ukrštanje krompira, usled genetičke komleksnosti i 
poliploidije, težak je i dugotrajn posao. U poređenju sa drugim kulturama, 
konvencionalni metodi ukrštanja nisu baš uspešni: dobijanje novog varijeteta zahteva 
12-15 godina rada a rezultat su obično samo jedna ili dve linije sa željenim 
karakteristikama. Takođe, teško je dalje predvideti da li će nove linije biti komercijalno 
uspešne ili ne. Ipak, neke od njih, kao npr. Bintje u Holandiji i Russet Burbak u USA, 
dominiraju tržištem u poslednjih 80 godina. Istovremeno, iako divlje vrste i 
komercijalne sorte krompira, zajedno, predstavljaju izvor germplazme raznovrsniji nego 
za bilo koji drugi usev (Hanneman, 1989; Peloquin i sar. 1989; Hawkes, 1990) kao 
rezultat klonalne propagacije, “siromašna” genetička baza različith sorti krompira 





uspešnost ukrštanja sa divljim srodnicima (Solanum demissium, S. berthaultii, S. 
chacoense, S. polyadenium, itd) koji predstavljaju izvore gena za otpornost na insekte i 
patogene ili gena za kvalitet tubera (Hanneman, 1989; Spooner & Bamberg, 1994; 
Jansky, 2000) je niska: mnoge hibridne sorte - usled znatnog smanjenja otpornosti posle 
nekoliko generacija, visokog nivoa alkaloida, neodgovarajućeg prinosa ili kvaliteta 
tubera - nisu komercijalizovane. Povrh svega, i inhibicija fertilnosti, koja kod krompira 
uključuje nekoliko različitih nuklearnih i citoplazmatičnih mehanizama (Luu i sar. 2000; 
Santini i sar. 2000; Phumichai & Hosaka, 2006), predstavlja ogromnu prepreku u 
njegovom ukrštanju.  
 
 
1.3. Moderne metode oplemenjivaja krompira 
 
Tehnike in vitro svoju primenu su našle u unapređenju proizvodnje krompira u svrhu 
mikropropagacije, eliminacije patogena, produkcije semena bez bolesti i konzervacije 
germplazme. Takođe, primena tehnika kulture tkiva može smanjiti vreme potrebno za 
dobijanje novog kultivara krompira sa više od 10 na 3-5 godina (Struik & Wiersema, 
1999). Danas su metode biotehnolgije kao što je genetički injženjering, oruđa koja mogu 
prevazići nedostatke klasičnih metoda ukrštanja i omogućiti dobijanje biljaka krompira 




1.3.1. Uklanjanje virusa 
 
Standardni metod za uklanjanje virusa za biljke kod kojih se propagacija odvija 
uglavnom vegetativnim putem je termoterapija kombinovana sa kulturom meristema. Na 
ovaj način, mogu se uspešno eliminisati mnogi virusi krompira (Smith & Mellor, 1970; 
Šip, 1972; Faccioli, 2001). Kulturom meristema dobijeni su semenski tuberi krompira 
bez mnogih virusa (npr. PLRV, PVX, PVY, PVA, PVM, PVS), čiji je prinos dvostruko, 








Mikropropagacija je produkcija genetički uniformnih biljaka u kulturi in vitro. Krompir 
je među prvim vrstama gajenih biljaka uveden u kulturu in vitro, pre više od pola veka 
(Stewart & Caplin, 1951). Za mikropropagaciju krompira koristi se metod kulture 
pojedinačnog (ili više) nodusa, na kome se, na odgovarajućoj hranljivoj podlozi, 
pojavljuju izdanci. Protokoli mikropropagacije krompira generalno ne zahtevaju 
upotrebu biljnih regulatora rastenja, kulture izdanaka se spontano ožiljavaju, a indeks 
multiplikacije je visok (Hussey & Stacey, 1981; Amirouche i sar. 1985; Miller et al. 
1985). Biljke dobijene od zdravog materijala, obično kulturom meristema, održavane i 






Uobičajeni vid regeneracije krompira je indirektna organogeneza, koja podrazumeva dve 
faze: dediferencijaciju i organogenezu. Regeneracija biljaka krompira u kulturi in vitro 
postiže se u jednom koraku, koristeći istu hranljivu podlogu za sve faze regeneracije 
(Jarett i sar. 1980; Ahloowalia i sar. 1982; Kikuta & Okazawa, 1982; Keil i sar. 1989; 
Iapichino i sar. 1991; Hussain i sar. 2005) ili pomoću dvostepene procedure - gde se na 
prvoj hranljivoj podlozi inicira formiranje kalusa, a na drugoj formiranje pupoljaka. 
Dvostepena procedura je superiornija od one u jednom koraku (Webb i sar. 1983; Cingel 
i sar. 2009) i, posebno ako predstavlja pre-transformacionu optimizaciju protokola 
regeneracije, metod je koji se najčešće koristi. Indukcija kalusa obično zahteva 
kombinaciju auksina i citokinina u hranljivoj podlozi, a za regeneraciju izdanaka 
najpovoljnija je kombinacija citokinina i giberelina (Webb i sar. 1983; Wheeler i sar. 
1985; Park i sar. 1995; Yaddav & Sticklen, 1995; Hansen i sar. 1999; Yee i sar. 2001). 
Regenerativni potencijal krompira je fenomen prevashodno zavisan od genotipa i 
regeneracija različitih varijeteta daleko je od rutine i obično zahteva dodatne 
optimizacije u smislu izbora tipa polaznog eksplantata i količine i kombinacije 





eksplantata efikasnost regeneracije različitih sorti krompira se može kretati od 97% do 
0% (Wheeler i sar. 1985; Hansen i sar. 1999). 
 
Somatska embriogeneza takođe može biti put regeneracije kod krompira (De Garcia & 
Martinez, 1995; Seabrook & Douglass, 2001; JayaSree i sar. 2001; Vargas i sar. 2005; 
Sharma & Millam, 2004; Sharma i sar. 2007), ali, ipak, ovaj metod zahteva dodatna 
istraživanja pre nego što postane podesna opcija regeneracije.  
 
 
1.4. Genetičko inženjerstvo biljaka 
 
Tri decenije nakon početnog uspeha (Herrera-Estrella i sar. 1982), produkcija genetički 
transformisanih biljaka još uvek zauzima centralno mesto u eksperimentalnom 
izučavanju i biotehnologiji biljaka. Kombinacija genetičkog inženjeringa sa 
konvecionalnim programima oplemenjivanja omogućila je uvođenje korisnih osobina, 
pod kontrolom jednog ili više gena, u komercijalne biljke na jedan brži i ekonomski 
isplativiji način. Genetičkom manipulacijom povećan je prinos useva usled porasta 
otpornosti transgenih linija na abiotički stres, štetočine i patogene, a manipulacijom 
metaboličkih puteva postignuto je povećanje nutritivne ili industrijske vrednosti 
transgenih biljaka. Takođe, dizajnirane su “fabrike” biljnih ćelija koje proizvode visoke 
količine vakcina i različitih farmakološki značajnih jedinjenja, nutritienata ili drugih 
korisnih supstanci.  
 
Iako danas postoje mnogobrojne metode za dobijanje transgenih biljaka, kao što su 
biolistička metoda (Christou, 1995; Breitler i sar. 2002), elektroporacija (Shimamoto i 
sar. 1989; Salmenkallio-Marttila i sar. 1995) transformacije pomoću PEG/lipozoma 
(Sawahel,  2001; Daveya i sar. 2005), silikon karbida (Frame i sar. 1994; Nagatani i sar. 
1997), mikroinjektiranje hloroplasta (Jones-Villeneuve i sar. 1995; Holm i sar. 2000) ili 
transformacije in planta (Bent, 2000; Trieu i sar. 2000) - svaka sa svojim prednostima i 
nedostacima - transfer gena pomoću agrobakterija je ostao najrasprostranjeniji i 
“omiljeni” metod za introdukciju heterologih gena u genom biljaka (Lorence & 





1.4.1. Transfer gena posredovan bakterijom Agrobacterium tumefaciens  
 
Agrobacterium tumefaciens je patogen koji kod biljaka izaziva pojavu tumora (eng. 
crown gall disease) kao rezutat transfera, integracije i ekspresije posebnog seta T-DNK 
gena (eng. transfer-DNA, T-DNA), koji se nalaze na Ti (eng. tumor-inducing) plazmidu 
(Chilton, 2001; Binns, 2002). Geni virulentnosti (vir geni), smešteni na Ti plazmidu, 
indukuju se specifičnim signalima biljke i pokreću “mašineriju” Vir proteina koji 
ugrađuju T-DNK u genom domaćina. Uklanjanje bakterijskih gena unutar T-DNK ne 
sprečava transfer T-DNK u biljnu ćeliju, ali bakterija gubi sposobnost izazivanja tumora. 
Zamenom T-DNK gena koji su odgovorni za izazivanje tumora, drugim, izabranim 
sekvencama DNK, “razoružani” A.  tumefaciens postaje idealno “vozilo” za prenos 
željenih gena. Kokultivacija biljnog tkiva sa “razoružanom” agrobakterijom dovodi do 
transformacije pojedinih biljnih ćelija, koje potom, mogu regenerisati celu transgenu 
biljku (Slika 1.2). Agrobacterium je jedini poznati organizam sposoban za potpuni 
transfer DNK između carstava živog sveta, transformišući uglavnom biljke ali, isto tako 
i druge eukariotske vrste, poput kvasaca (Bundock i sar. 1995; Van Attikum & Hooykaas, 
2003), gljiva (Groot i sar. 1998; Gouka i sar. 1999) i ljudskih ćelija (Kunik i sar.2001).  
 
U većini sistema transformacije selektivni marker gen je integrisan u genom biljaka 
zajedno sa genom od interesa, kako bi se transformisane ćelije razdvojile od onih 
netransformisanih. Ovo je neophodno jer tokom transformacije samo malobrojne ćelije 
biljke prihvataju integraciju strane DNK, dok većina ostaje netransformisana - pa je, bez 
selekcije, verovatnoća identifikacije transgenih linija uzuzetno niska. Obično, 
kondiciono dominantni gen - koji nema uticaja na rast ili morfologiju biljke jer, 
najčešće, ostaje prisutan u genomu biljke nakon transformacije - koristi se kao selektivni 
marker. Većina selektivnih markera kodiraju proteine koji omogućavaju otpornost na 
antibiotike ili herbicide (Herrera-Estrella i sar. 1983; Bevan i sar. 1983). Ovi marker 
geni, poreklom iz mikroorganizama, istovremeno predstavljaju izvor strahovanja i 
poteškoća javnog prihvatanja i komercijalizacije transgenih biljaka (Goldstein et al. 
2005). Ovi problemi se mogu rešiti biološki bezbednim i po okolinu neškodljivim 
selektivnim markerima (Sundar & Sakthivel, 2008; Wei i sar 2012), ali ipak, u većini 





metod selekcije. Eliminacija “tradicionalnih” marker gena iz genoma biljaka nakon 
selekcione faze transformacije trenutno predstavlja važan pravac razvoja biotehnologije 
biljaka (Natarajan & Turna, 2007; Darbani i sar. 2007; Ramana Rao i sar. 2011). 
Istovremeno, i razvijanje novih selektivnih markera (Ferradini i sar. 2011b) i direktno 
dobijanje transformisanih biljaka bez marker gena (Liu i sar. 2011) i dalje su atraktivne 
oblasti istraživanja molekularne biologije biljaka.  
 
 
Slika 1.2. Šematski prikaz transfera gena pomoću Agrobacterium tumefaciens. Slika je preuzeta 
sa http://mol-biol4masters.masters.grkraj.org i adaptirana. 
 
Postizanje željene ekspresije introdukovanog, stranog gena u biljnoj ćeliji još uvek 
predstavlja izazov. Nivo ekspresije gena, jednim delom, funkcija je promotora 
pripojenog kodirajućem regionu gena. Upotreba najpopularnijeg promotora u 
istraživanjima molekularne biologije biljaka, 35S promotora mozaičnog virusa karfiola 
(eng. cauliflower mosaic virus, CaMV), obično dovodi do konstitutivne produkcije 
transgenog proteina u količini ≤ 1% od ukupnih proteina. Stvaranje “pojačanog” 35S 
CaMV promotora (Fang i sar. 1989) ili drugih “super-promotora” (Ni i sar. 1995) može 
omogućiti i stostruko povećanje ekspresije u odnosu na onu koja se može postići sa 35S 
CaMV. Sa druge strane, mogućnost “utišavanja” gena povezana sa snažnom 
konstitutivnom ekspresijom kao i narastanje pitanja o biološkoj bezbednosti transgenih 
organizama, posebno u slučaju gena koji kodiraju produkte za povećanje otpornosti 





pojedinim delovima biljke - i prostorno i vremenski. Razvoj tkivno specifičnih i 
inducibilnih promotora za transgenu ekspresiju može zadovoljiti ove zahteve (Potenza i 
sar. 2004). Stoga, promotori koji vode ekspresiju transgena mogu biti deo rešenja kojim 
bi se minimalizovao potencijalno štetan uticaj transgenih biljaka na, na primer, korisne 
ili ne-ciljne organizme, a lokalizovana i ciljana genska ekspresija istovremeno može 
zadovoljiti regulative i umanjti bojazni o biološkoj bezbednosti transgenih biljaka 
(Kaiser, 2000; Taylor & Hefle, 2002).  
  
Ne postoji opšti protokol transfera gena u biljni genom. Svaka biljna vrsta i tip biljnog 
tkiva zahteva pažljivu karakterizaciju optimalnih uslova za transfer gena kako bi se 
postigla reproduktivnost i visoka efikasnost ekspresije transgena. Regeneracija cele 
biljke iz transformisane ćelije zahteva manipulaciju u uslovima kulture in vitro. 
Primenom različitih regulatora rastenja biljna ćelija se može vratiti u stanje 
totipotentnosti, a totipotentne ćelije koje su uspešno integrisale transgen mogu se, pod 
selektivnim uslovima, usmeriti na proliferaciju i regeneraciju. Ovaj sistem pokazuje 
visoku specifičnost u odnosu na genotip tako da je mnoge biljne vrste ili varijetete 
unutar iste vrste teško “navesti” na dediferencijaciju, embriogenezu ili regeneraciju. 
Istovremeno, transgene biljke dobijene u kulturi tkiva, osim osobine unete insercijom 
željenog gena, mogu ispoljiti i dodatna fenotipska i genotipska odstupanja od 
“roditeljskih” osobina. Ove varijacije mogu nastati usled mutacija indukovanih samom 
kulturom tkiva, insercijom transgena, plejotropnim efektom transgena ili kombinacijom 
ovih fenomena (Wilson i sar. 2006). Ovim poteškoćama, dodatno, doprinose i dva 
glavna “neprijatelja” transfera genetičkih informacija: velika varijabilnost nivoa 
ekspresije heterologne DNK i postepeno gubljenje ekspresije transgena - fenomen koji je 
označen kao utišavanje gena. Ove pojave se prevazilaze stvaranjem velikog broja 
transgenih linija u početnim fazama transformacije, od kojih se selektuje nekoliko linija 
sa željenim fenotipom i visokom i stabilnom ekspresijom transgena. Takođe, razvoj 
protokola transformacije koji zaobilaze ili minimalizuju potrebu za kulturom tkiva može 
umanjiti učestalost pojave netipičnih transgenih biljaka (Hansen i sar. 1999; Lorence & 







1.5. Genetičke transformacije krompira (Solanum tuberosum L.) 
 
Krompir je jedan od malobrojnih useva prirodno osetljiv na infekciju agrobakterijama, 
pa i prvi izveštaji o generisanju transgenih biljaka krompira posredstvom Agobacterium-
a (Ooms i sar. 1983, 1986, 1987; Horsch i sar. 1984; An i sar. 1986) datiraju sa samog 
početka “ere transformacije biljaka”. Počev od tada, pa do današnjih dana, 
transformacija pomoću agrobakterija je ostala vodeći metod za integraciju gena u genom  
krompira. 
 
Da bi sistem genetičke transformacije bio efikasan nije dovoljan samo podesan 
mehanizam za transfer heterologne DNK, već je neophodno razviti i brz i efikasan 
protokol regeneracije biljaka. Kokultivacija agrobakterija sa segmentima listova (An i 
sar. 1986; De Block, 1988; Sheerman & Bevan, 1988; Tavassa i sar. 1988; Visser i sar. 
1989b; Douches i sar. 1998a,b; Rochasosa i sar. 1989; Wenzler i sar. 1989), indernodija 
(Visser i sar. 1989b; Newell i sar. 1991; Beaujean i sar. 1998) ili tubera (Sheerman & 
Bevan, 1988; Hoekema i sar. 1989) doveli su do uspešnog generisanja transgenih biljaka 
krompira. Većina od navedenih protokola transformacije/regeneracije su genotip-
specifični i stoga nisu efikasni za sve kultivare, što je ograničilo njihovu upotrebu. 
Yadav i Sticklen (1995) su razvili visoko efikasan protokol regeneracije krompira za 
odsečke listova, koji je našao primenu u transformacionim procedurama usled 
adaptibilnosti različitim genotipovima krompira (Douches i sar. 1998b; Li i sar. 1999; 
Coombs i sar. 2002; Felcher i sar. 2003). Noviji protokoli ukazuju da eliminacija 
dediferencijacije ili skraćivanje kalusne faze može povoljno uticati na stopu regeneracije 
i smanjiti pojavu somaklonalnih varijacija, kojima je krompir prilično podložan 
(Gustafson i sar. 2006). Takođe, istraživanja uslova kulture in vitro koji utiču na transfer 
gena - tip eksplantata, pretretmani, gustina bakterijskih ćelija, vreme kokultivacije i 
izbor regulatora rastenja - dovela su do usavršavanje protokola transformacije krompira 
(Kumar, 1995; Trujillo i sar. 2001; Barrell i sar. 2002; Banerjee i sar. 2006; Heeres i sar. 
2006). 
 
Uprkos širokoj upotrebi i opštoj primenljivosti, transformacija agrobakterijama je kod 





0.2% i 4.5% od ukupnog broja regenerisanih izdanaka (De Vetten i sar. 2003). Selektivni 
marker gen za neomicin fosfotransferazu (nptII; Bevan i sar. 1983), koji 
transformisanom tkivu pruža otpornost na kanamicin i druge, njemu srodne antibiotike, 
je najčešće koriščen sistem selekcije za transformaciju krompira. Upotrebom ovog 
selektivnog gena efikasnost transformacije krompira može preći 80% (Beaujean i sar. 
1998; Cingel i sar. 2010). Alternativno, geni koji pružaju otpornost na herbicide mogu 
biti korišćeni kao selekcioni marker prilikom transformacije krompira (Andersson i sar. 
2003). Biološki bezbedni sistemi selekcije zasnivaju se na introdukciji sposobnosti 
korišćenja izvora ugljenika koje normalno biljka ne metaboliše i koji se akumulira do 
inhibitornog ili toksičnig nivoa. Tako je za krompir razvijen selekcioni sistem zasnovan 
na konverziji manoze (Thorbjornsen i sar. 2002; Rung i sar. 2004) ili na, na primer, 
detoksifikaciji 2-deoksiglukoze (Kunze i sar. 2001). Transgeni krompir bez marker gena 
je dobijen transformacijom pod neselektivnim uslovima i PCR metodom korišćenom za 
identifikaciju transgenih linija (De Vetten i sar. 2003).   
 
 
1.5.1. Ciljevi biotehnologije krompira 
 
U suštini, ciljevi biotehnologije biljaka nisu različiti od onih kojima teži klasično 
oplemenjivanje. Kod krompira oni se, grubo, mogu podeliti na strategije koje 
povećavaju prinos i kvalitet krtola, gde spada i produkcija jedinjenja za medicinsku, 
nutritivnu ili industrijsku upotrebu i na strategije povećanja otpornosti na biotički i 
abiotički stres gde spada i otpornost na insekte. 
 
Razvoj kultivara krompira otpornih na insekte može značajno smanjiti upotrebu 
hemijskih insekticida u kontroli kako insekata koji služe kao vektori za viruse tako i 
onih koji napadajući listove i tubere smanjuju prinos. Kloniranje insekticidnih gena iz 
Bacillus thuringiensis (cry geni), njihov transfer i ekspresija u biljkama je opšte 
prihvaćena strategija razvijanja otpornosti na ciljnog insekta (Bradley i sar. 1995). 
Transgene linije krompira koje eksprimiraju cryIIIA delta-endotoksin iz B. thuringiensis 
var. tenebrionis pokazale su značajno povećanu otpornost na krompirovu zlaticu (Adang 





dominirali NewLeaf varijeteti Monsanto korporacije (St. Louis, MO), komericijalizovani 
su u USA počev od 1996. Tako je GM krompir postao jedan od prvih useva koji se 
uobičajeno počeo koristiti za ljudsku ishranu. Potom, otpornost na krompirovu zlaticu 
kombinovana je sa otpornošću na viruse i komercijalni kultivari krompira NewLeafPlus i 
NewLeafY su se našli na tržištu 1998. Dodatna otpornost na viruse je donela dobrobit 
proizvođačima semena, a komercijalni uzgajivači su dobili veći prinos i smanjenje 
potrebe za insekticidima (Thornton, 2003). Iako komercijalno i agronomski uspešni, 
NewLeaf varijeteti povučeni su sa tržišta 2001, kada je deo industrije prerade krompira, 
usled javne zabrinitosti, prestao koristiti genetički modifikovane sirovine (Kaniewski & 
Thomas, 2004). Ekspresijom nekoliko različitih cry Bt-proteina postignuta je otpornost 
na Phtorimaea operculella, moljca tubera, glavne štetočine krompira u tropskim i 
suptropskim oblastima (Douches i sar. 1998b; Mohammed i sar. 2000; Davidson i sar. 
2002a,b, 2004; Meiyalaghan i sar. 2005, 2006a,b; Hagh i sar. 2009; Jacobs i sar. 2009; 
Kumar i sar. 2010) i na Helicoverpa armigera (Chakrabarti i sar. 2000a). Ekspresija cry 
proteina obično vodi ka otpornosti prema ciljnom i njemu bliskim vrstama insekata, dok 
je uvođenje hibridnog delta endotoksina omogućilo istovremenu otpornost krompira na 
štetočine iz redova i Coleoptera i Lepidoptera (Naimov i sar. 2003). Strategije povećanja 
otpornosti nisu ograničene samo na ekspresiju bakterijskih endotoksina: ekspresijom 
proteaznih inhibitora (Gatehouse i sar. 1996; Bell i sar. 2001), lektina (Down i sar. 1996; 
Gatehouse i sar. 1997, 1999; Birch i sar. 1999) ili drugih insekticidnih proteina (Cooper 
i sar. 2009) dobijene su transgene linije krompira povećane otpornosti na neke od 
štetočina krompira. I drugi faktori otpornosti, kao što su glandularne trihome i leptinski 
glikoalkaloidi, mogu povećati nivo otpornosti, posebno ako se kombinuju sa 













1.6. Krompirova zlatica Leptinotarsa decemlineata (Say) 
 
Klasifikacija:          
Carstvo Animalia 
  Razdeo Arthropoda 
    Klasa Insecta  
      Podklasa Pterygota  
        Red Coleoptera  
          Familija Chrysomelidae  
            Rod Leptinotarsa  
              Vrsta decemlineata  
(eng. Colorado Potato Beetle, CPB) 
 
Krompirovu zlaticu je otkrio T. Nuttal 1811, a T. Say je opisao 1824. godine. Iako nosi 
naziv Colorado Potato Beetle, insekt vodi poreklo iz centralnog Meksika, i prvobitno se 
hranio “divljim” biljkama roda Solanum (S. rostratum Dunal, S. elaeagnifolium 
Cavanilles, S. angustifolium Miler), da bi pre više od 150 godina osnovu ishrane 
prebacio na komercijalne kultivare krompira, što je, najpre, omogućilo ekspanziju 
insekta po Severno američkom kontinentu, a u prvoj polovini XX veka i po Evropi i 
Aziji (Slika 1.3).  
 
Krompirova zlatica je oligofagni insekt. Danas, pored gajenih sorti krompira koje su 
glavni izvor hrane, opseg domaćina insekta obuhvata i plavi patlidžan i paradajz, kao i 
neke nekomercijalne Solanaceae (npr. beladona, bunika i tatula) u Evropi i Americi. 
Lokalne popualcije insekta pokazuju sposobnost prilagođavanja opsega domaćina na 
dostupne biljke roda Solanum. Takođe, insekt se može hraniti i biljkama koje ne 




1.6.1. Životni ciklus 
 
U zavisnosti od geografske širine, klime i količine hrane, krompirova zlatica može imati 
jednu (severne klimatske zone), dve ili tri (umerne klimatske zone), pa i do četiri 







Slika 1.3. Geografska rasprostranjenost krompirove zlatice Leptinotarsa decemlineata (Say). 
Trenutna geografska rasprostranjenost krompirove zlatice, glavne štetočine krompira severne 
hemisfere, obuhvata najmanje 14 miliona km2, a insekt se, u Evropi i Aziji, veoma uspešno dalje 
širi na Istok i Sever prateći zone gajenja krompira i predstavlja potencijalnu pretnju gajenju 
krompira u Latinskoj Americi. Slika je adaptirana prema Fritz Geller-Grimm-u iz 2003 godine 
sa http://de.academic.ru. 
 
Studije pokazuju da je vreme razvića jedne generacije, od jajeta do adulta, najmanje 21 
dan pri temperaturnom optimumu od 25º do 30ºC (Ferro i sar. 1985). Donja 
temperaturna granica embrionalnog razvića je 11,5 ºC, a za larvene stadijume i lutke 9-
11ºC. Embrionalno razviće, u zavisnosti od temperature i vlažnosti, traje 4-9 dana. 
Nakon izleganja, larva se gotovo neprekidno hrani lišćem, pauzirajući jedino u toku 
presvlačenja. Razviće larve, u zavisnosti od temperature traje 2-3 nedelje. Obuhvata 4 
stupnja, izmedju kojih se larva presvlači. Larve prvog stupnja ostaju grupisane na mestu 
piljenja, hraneći se najpre ostacima jaja, a potom i listovima. Tokom drugog stupnja one 
se šire po biljci. Treći i četvrti stupanj prelaze na susedne biljke, nanoseći biljkama 
značajna oštećenja. Nekontrolisan, insekt može potpuno obrstiti biljke krompira, tako da 
produkcija tubera izostane. 
 
Potpuno razvijena larva četvrtog stupnja se ukopava nekoliko cm u zemlju, ulazi u 
prepupalni stadijum koji traje najmanje koliko i četvrti larveni. Zatim sledi stadijum 





Mladi adulti, zatim, izlaze iz zemlje i intenzivno se hrane tokom 6-20 dana. Ukoliko 
listovi nisu dostupni imago se može hraniti bilo kojim delom biljke krompira, 
uključujući i tuber. Insekti potom ulaze u dijapauzu, ili se, pre toga, pare i ženke polažu 
jaja za narednu generaciju. Parenje je višestruko i poligamno.Većina ženki, u toku 4-5 
nedelja, u skupinama od 20 - 60, ukupno položi od 500 - 1000 jaja na naličje listova 
(Peferoen i sar. 1981).  
 
Hibernalna dijapauza je izazvana kratkim danom krajem avgusta ili početkom 
septembra. Dostupnost i kvalitet hrane i temperatura su, takođe, faktori koji mogu 
indukovati dijapauzu (De Wide i sar. 1981). Na severnim geografskim širinama insekti 
se ukopavaju u zemlju, najčešće do oko 20 cm dubine, a ponekad i do 50 cm (Lashomb i 
sar. 1984), gde prezimljuju, dok u južnim delovima Severne Amerike adulti dijapauzu 
provode na površini zemlje (Hsiao, 1985). I Evropske i Američke populacije insekata 
pokazuju značajne geografske varijacije u indukciji dijapauze (De Wide i sar. 1981; 
Hsiao, 1981). Čak i unutar jedne populacije, pri optimalnim uslovima ishrane, mogu 
postojati ogromne varijacije u pogledu dijapauze i reprodukcije: insekti mogu ostati u 
dijapauzi dve ili više zima (Biever i sar. 1990) ili mogu imati više od jedne dijapauze 
(Peferoen i sar. 1981). Ženka, gotovo uvek, oplođena ulazi u hibernalnu dijapauzu tako 
da na proleće, krajem maja ili početkom juna, kada je temperatura zemljišta iznad 14ºC, 
izlazi iz hibernacije i polaže jaja (Ferro i sar. 1991). Izlazak adulta nakon hibernacije 
nije sinhronizovan i može trajati tokom 1,5-2 meseca, usled nejednakog zagrevanja 
zemljišta i različite dubine ukopavanja insekata. 
 
 
1.6.2. Kontrola širenja krompirove zlatice 
 
Raznolikost i fleksibilnost životnog ciklusa, u zavisnosti od geografskog područja, kao i 
unutar lokalnih populacija, opseg domaćina i plastičnost odgovora na biotičke i 
abiotičke faktore krompirovoj zlatici daju status “superštetočine”. Insekt uzrokuje velike 
gubitke u prinosu krompira (često veće od 30%) i patlidžana, a nešto manje u slučaju 
paradajza. Potencijalno je opasan i za duvan, crvenu slatku i ljutu papriku, jagode i neke 






Prva masovna upotreba hemijskih insekticida u agrikulturi bila je upravo za suzbijanje 
krompirove zlatice. Hemijska kontrola je bila efikasna sve do 1950-tih kada je insekt 
razvio otpornost na DDT (Hare, 1990). Počev od tada, insekt je vrlo brzo razvijao 
otpornost na različite klase novih insekticida koji su se sve učestalije primenjivali. Danas 
se, u razvijenim zemljama, najmanje 590000 kg aktivnih supstanci insekticida troši 
godišnje na kontrolu krompirove zlatice, a insekt pokazuje rezistentnost na sve 
registrovane sintetičke insekticide (Forgash i sar. 1985; Wegorek, 2002; Whalon i sar. 
2007). Zato se poslednjih dekada, u okviru Programa integralne zaštite (eng. Integrated 
Pest Management, IPM), sve više pažnje usmerava ka biološkim, mehaničkim, 
biohemijskim i tradicionalnim metodama kontrole. Kombinacija ovih metoda predstavlja 
pokušaj de se na ekonomičniji, a po okolinu i ljudsko zdravlje bezbedniji način, 
obezbedi alternativa sintetičkim insekticidima.  
 
Preventivne i biološke metode kontrole insekta podrazumevaju rotaciju useva (usev se 
sadi na istu površinu svake 4. godine) i teritorijalnu izolaciju površina pod krompirom 
(ili patlidžanom i paradajzom), defolijaciju biljaka krompira pre žetve i uklanjanje svih 
tubera sa polja. Takođe, sadnja useva Solanaceae u blizini šuma, livada i pašnjaka može 
obezbediti i prirodne neprijatelje krompirove zlatice.    
 
Od prirodnih neprijatelja krompirove zlatice specijalizovani entomofagi žive jedino na 
Severno-američkom kontinentu. Introdukcija jednog od najvažnijih prirodnih 
neprijatelja krompirove zlatice, insekta Perillus bioculatus (Heteroptera: Pentatomidae) 
u Evropu nije dala očekivane rezultate (Jermy, 1980). U Evropi i Aziji poznate su neke 
polifagne predatorske, kao i parazitske vrste koje napadaju larve i jaja krompirove 
zlatice, među koleopterama, heliopterama, neuropterama, dipterama i himenopterama. 
Međutim gustina populacije ovih insekata na površinama pod krompirom nije dovoljna 
za značajniju kontrolu krompirove zlatice a nedovoljno znanje o njima dodatno 
ograničava mogućnost njihove upotrebe (O’Neil i sar. 2005; Greenstone i sar. 2010). 
Sađenje odgovarajućih pokrovnih biljaka između zasada krompira, može prirodnim 





pesticida širokog spektra povećati gustinu njihove populacije na površinama pod 
krompirom. 
 
Toksini iz Bacillus thuringiensis (Bt), kao bioracionalni insekticidi, se trenutno najviše 
(više od 90% od svih biopesticida) koriste u programima kontrole krompirove zlatice 
(npr. M-One™, Novodor™). Konjukcija Bt sa drugim antifidantima smanjuje potrebnu 
koncentraciju endotoksina i, istovremeno, povećava njegovu efikasnost. Mikrospore 
gljivičnog patogena Beauveria bassiana (Ascomycota: Hypocreales) su našle 
komercijalnu primenu kao biopesticid (npr. Mycotrol®) efikasan u kontroli krompirove 
zlatice (Lacey i sar. 1999). I mikrospore parazita Nosema scripta (Microsporida: 
Nosematidae) pokazuju potencijal u kontroli ovog insekta (Bauer & Pankratz, 1993). 
 
Bosiljak, žalfija, mirođija i buhač - biljke koje se tradicionalno koriste za kontrolu 
insekata - mogu delovati kao repelenti. Tako, na primer, buhač, zasađen među biljkama 
krompra, od 60 do 100% smanjuje populaciju krompirove zlatice (Panasiuk, 1984). 
Insekticidi biljnog porekla, npr. limonoidi (Liu i sar. 1990; Mendel i sar. 1991; Murray i 
sar. 1995) i terpenoidi (Kaethner, 1992; Gonzalez-Coloma i sar. 1995; Ortego i sar. 
1995), mogu istovremeno imati i toksični i repelentni efekat na krompirovu zlaticu. 
Zbog složenosti hemijske strukture mnogih antifidanata, sinteza ovih jedinjenja za 
komercijalnu upotrebu može biti ekonomski neisplativa, a njihovo prihvatanje od strane 
proizvođača usporeno, jer ova jedinjenja, u poređenju sa sintetičkim insekticidima, 
nemaju izraženi efekat “akutne smrtnosti”.  
 
 
1.7. Odgovor biljaka na napad insekata 
 
Biljke poseduju bogat arsenal odgovora na napad herbivora, koji se mogu kategorisati 
kao direktna i indirektna odbrana i tolerancija (Kessler & Baldwin, 2001). Interakcija 
biljka-herbivora, na prostornoj skali, odigrava se kako na nivou biljke koja je napadnuta, 







I ishrana herbivora i mehaničko povređivanje, u kratkom vremenskom roku, indukuju 
odbrambeni odgovor koji je lokalizovan na mestu povrede i istovremeno obuhvata celu 
biljku. Sistemski odgovor posredovan je mobilnim signalima, koji mogu biti električne 
(Wildon i sar. 1992; Herde i sar. 1999), hidraulične (Malone & Alarcon, 1995) i/ili 
hemijske (Ryan, 2000) prirode. Kod paradajza proteinazni inhibitori (PI) su indukovani 
signalima koji se prostiru i kroz ksilem i kroz floem (Rhodes i sar. 1999), a ekspresija 
pin2 (PI II) gena indukovana povređivanjem može biti posredovana električnim 
signalima, čija je propagacija povezana se signalnim putem abscisinske kiseline (Herde i 
sar. 1999). Oligopeptid sistemin je najbolje verifikovani primarni mobilni signal 
povređivanja kod Solanaceae (Orozco-Cardenas i sar. 1993; McGurl i sar. 1994; Ryan, 
2000). Vezujući se za receptore ćelijske plazma membrane sistemin pokreće složenu 
signalnu kaskadu koja, preko jasmonske kiseline (JK) reguliše ekspresiju odbrambenih 
gena (Slika. 1.4).  
 
Slika 1.4.  Signalni put odgovora biljaka na povređivanje. Rani događaji detektovani nakon 
povređivanja uključuju promene fluksa jona preko plazma membrane, promene koncentracije 
Ca+ u citoplazmi, lokalno povećanje ROS (eng. reactive oxygen species, ROS: O2 i H2O2) i 
promene fosforilacije proteina (De Bruxelles & Roberts, 2001). Ove promene vode ka 
generisanju signala koji regulišu ekspresiju odbrambenih gena: sistemin se osobađa u vaskularni 
sistem i pokreće oktadekanoidni (OD) put biosintetize jasmonske kiseline (JK), koja aktivira 
gene signalnog puta u vaskularnim tkivima (rani geni). Rezultat je oslobađanje H2O2, koji kao 
sekundarni “glasnik” inicira ekspresiju odbrambenih gena (kasni geni), kao što su PI geni, u 
ćelijama mezofila (De Bruxelles & Roberts, 2001; Orozco-Cardenas i sar. 2001). Slika je 





Biljka razlikuje napad insekata i čisto mehančko povređivanje: nivo porasta JK 
indukovanog povređivanjem je multiplikovan u slučaju ishrane insekta. Pored indukcije 
direktne odbrane (sinteza PI i drugih odbrambenih jedinjenja) herbivore indukuju i 
indirektni vid odbrane biljke - sintezu isparljivih organskih jedinjenja (eng. volatile 
organic compounds, VOCs). Ovaj fenomen je povezan sa elicitorima u pljuvačci 
insekata (Frey i sar. 2000; Shen i sar. 2000; Schittko i sar. 2001; Halitschke i sar. 2001) i 
jedna grupa VOCs deluje odbijajuće na herbivore, a druga privlači “telohranitelje” biljke 
- predatore i parazitoide insekta koji se hrani biljkom (Dicke & Van Loon, 2000; De 
Moraes i sar. 2001; Halitschke i sar. 2001; Kessler & Baldwin, 2002). Herbivorom 
indukovana VOCs emisija takođe može pokrenuti transkripciju odbrambenih gena kod 
susednih, nenapadnutih, biljaka (Arimura i sar. 2000; Dicke i sar. 2003; Baldwin i sar. 
2006; Kost & Heil, 2006). 
   
Napad herbivore najčešće izaziva istovremeno preplitanje nekoliko signalnih puteva - 
puteve JK, salicilne kiseline (SK) i etilena (Reymond & Farmer, 1998), čija interakcija 
dodatno oblikuje odgovor biljke prema vrsti napada (Genoud & Metraux, 1999; Walling, 
2000; De Vos i sar. 2005). 
 
Počev od prvog jasnog dokaza da su PI deo prirodnog odbrambenog odgovora biljke na 
napad insekta (Green & Ryan, 1972), napredak u razumevanju indukcije i mehanizama 
njegove regulacije, uporedo sa razvojem molekularne biologije i identifikacijom 
insekticidnih jedinjenja, doveo je do razmatranja potencijalne eksploatacije endogenih 
mehanizama otpornosti biljka za zaštitu komercijalnih useva.  
 
 
1.8. Geni za povećanje otpornosti prema insektima 
 
Sekundarni metaboliti biljaka koji pokazuju pesticidna svojstva podeljeni su u dve velike 
kategorije (Gatehouse, 1991): ne-proteinski metaboliti (alkaloidi, terpenoidi, 
neproteinske aminokiseline, izoflavonoidi, tanini, glukozinati, cijanidni glukozidi) i 
proteinski antimetaboliti (inhibitori proteinaza, inhibitori α-amilaza, lektini i arceni). 





na predatore i patogene, iznosi oko 200000 i to je, najverovatnije, tek deo svih koji 
postoje u prirodi (De Luca & St Pierre, 2000; Chehab i sar. 2008). Usled metaboličke 
cene sinteze sekundarnih metabolita svaka biljna vrsta produkuje samo manji broj, ali 
jedinstvenu kombinaciju, ovih jedinjenja. Kako se, sa druge strane, skoro svaka vrsta 
insekata, koevoluirajući sa biljkama, specijalizovala adaptacijom na antimetabolite 
domaćina - introdukcija novih insektcidnih gena poreklom iz biljaka, kao i onih iz 
mikroorganizama ili animalnog porekla, postala je strategija povećanja otpornosti 
gajenih biljaka (Schuler i sar. 1998).  
 
 
1.8.1. Geni poreklom iz mikroorganizama 
 
Geni za kristalne proteine, prisutni u Bacilus thuringiensis (Bt cry geni) su prvi 
insekticidni geni introdukovani u transgenu biljku (Vaeck i sar. 1987), a počev od 1996, 
neke od Bt-transgenih biljaka, kao što su kukuruz, pamuk, krompir i pirinač su 
komercijalizovane (Krattiger, 1997). Identifikovano je više od 400 cry gena (Crickmore 
i sar. 2007), specifično toksičnih prema različitim redovima insekata. Biljke koje 
eksprimiraju Bt-toksine ne zahtevaju dodatnu aplikaciju hemijskih insekticida, a Bt-
toksini ne pokazuju negativan uticaj na sisare i ptice ili je on minimalan (Goldberg & 
Tjaden, 1990). U humanom digestivnom sistemu Bt-proteini se ponašaju kao svaki drugi 
dijetarni protein i ne predstavljaju značajan rizik za ljudsko zdravlje (Mendelsohn i sar. 
2003).  
 
Osim cry nijedan drugi insekticidni gen nije “doživeo” komercijalnu primenu u 
transgenim biljkama. Najbliži komercijalizaciji su vip geni iz B. thuringiensis i B. cereus 
(Estruch i sar. 1996). Identifikovano je više od 50 Vip proteina (Crickmore i sar. 2007), 
a neki od njih pokazuju snažno insekticidno dejstvo prema nekoliko glavnih štetočina 
kukuruza i pamuka (Estruch i sar. 1996; Fang i sar. 2007). U Australiji Vip-pamuk je 
dobio licencu za ograničeno i kontrolisano gajenje (Crothers, 2006). I neki drugi 
mikrobijalni geni, na primer, choM, gen za holesterol-oksidazu iz streptomiceta (Corbin 
i sar. 2001) i tcdA gen iz Photorhabdus luminicens (Liu i sar. 2003), eksprimirani u 





1.8.2. Geni poreklom iz insekata i drugih animalnih izvora 
 
Transgene biljke koje eksprimiraju gene za hitinaze (Ding i sar. 1998a), insekatske ili 
animalne proteazne inhibitore (Thomas i sar. 1994, 1995; Christeller et al. 2002), 
neuropeptide (Rao i sar. 1996; Fitches i sar. 2002) mogu imati agronomski potencijal u 
kontroli štetočina. Tako, na primer, avidin, biotin-vezujući protein iz belanceta 
kokošijeg jajeta, eksprimiran u kukuruzu, duvanu ili jabuci (Kramer i sar. 2000; Burgess 
i sar. 2002; Markwick i sar. 2003), pokazuje insekticidno dejstvo. Zbog relativno širokog 
spektra delovanja i zahvaljujući činjenici da je avidin u ljudskoj ishrani prisutan u 
nekoliko puta većoj koncentraciji nego u transgenim biljkama, u bliskoj budućnosti se 
može očekivati komercijalizacija avidin-transgenih useva (Kereša i sar. 2008). 
 
 
1.8.3. Geni poreklom iz viših biljaka 
 
Geni koji kodiraju proteinske antimetabolite, proteinazne inhibitore, inhibitore α-amilaze 
i lektine intezivno su korišćeni za transformaciji biljaka radi postizanja povećane 
otpornosti na insekte. Iako je nivo ekspresije ovih jedinjenja približan onom kod Bt-
proteina, usled hroničnog, antinutritivnog dejstva, efekat u kontroli insekata je znatno 
slabiji (Gatehouse, 1997). 
 
Inhibitori α-amilaze poreklom iz pšenice i pasulja, prisutni u veštačkoj dijeti, pokazali su 
toksičan efekat prema različitim insektima iz reda koleoptera i lepidoptera (Gatehouse et 
al. 1986; Moreno & Chrispeels, 1989; Gutierrez i sar. 1993; Suzuki i sar. 1993). Ovi 
nalazi su ohrabrili ekspresiju gena inhbitora - posebno α-AI-1 gena iz pasulja - koji je 
transgenom grašku i pirinču obezbedio visok nivo otporosti na štetočine zrna (Shade i 
sar. 1994; Morton i sar. 2000; Ignacimuthu & Arockiasamy, 2006; De Sousa-Majer i sar. 
2007). Toksičan efekat različitih lektina je pokazan za insekte redova Coleoptera i 
Lepidoptera (Czalpa & Lang, 1990), Diptera (Eisemann i sar. 1994), Homoptera (Powell 
i sar. 1993) i Hemiptera (Yao i sar. 2003). Lektin iz visibabe (Galanthus nivalis 
aglutinin, GNA) eksprimiran u duvanu, krompiru i pšenici, iako nije imao značajniji 





1995; Down i sar. 1996; Stoger i sar. 1999), a lektin iz listova crnog luka sprečio je 
kolonizaciju transgene indijske slačice (Hossain i sar. 2006). 
 
 
1.9. Biljni proteinazni inhibitori  
 
Proteinazni inhibitori (PI) su grupa biljnih zaštitnih proteina koji učestvuju u reakciji na 
uslove stresa kao što su napad herbivora i patogena, mehaničke ozlede, UV ili 
temperaturni stres (Richardson, 1980; Ryan, 1990; Koiwa i sar. 1997). Mogu imati i 
druge funkcije - od tkivno specifične regulacije endogenih proteinaza (Brzin & Kidric, 
1995), posebno u skladišnim organima kao što su seme ili tuber, pa do regulacije 
procesa programirane ćelijske smrti (Solommon i sar. 1999). U biljnim tkivima PI 
obično čine manje od 1% ukupnih solubilnih proteina, dok u semenu nekih biljaka 
njihova zastupljenost može biti i do 10%. Opisano je oko 500 PI izolovanih iz oko 130 
biljnih vrsta (De Leo i sar. 2002). Većina potiče iz tri velike familije: Leguminosae, 
Solanaceae i Gramineae (Richardson, 1991) i prema tipu proteinaza koje inhibiraju 
(Tabela 1.1) klasifikovane su na serinske, cisteinske, aspartatne i inhibitore 
metaloproteinaza (De Leo i sar. 2002; Lawrence & Koundal, 2002). 
 
 
Tabela 1.1.  Klasifikacija proteinaza prema aminokiselinskom ostatku u aktivnom centru enzima 
(Bode & Huber, 1992).  
klasa proteinaza aktivni centar pH optimum proteinaza 
serinska Ser; His 7 - 9 Tripsin, Himotripsin, Elastaza, Katepsin G 
cisteinska Cys 4 - 9 Papain, Ficin, Bromelain, Ananin,  
Katepsin B, C, H, K, L, O, S i W 
aspartatna Asp ispod 5 Katepsin D i E, Renin, Pepsin 












1.9.1. Inhibitori serinskih proteinaza 
 
Inhibitori serinskih proteinaza su univerzalno prisutni u carstvu biljaka i broj poznatih ili 
delimično okarakterisanih PI ove klase je ogroman. Dve najbolje opisane familije 
serinskih PI su Bowman-Birk (Suzuki i sar. 1987; Mulvenna i sar. 2005; Lin i sar. 2006) i 
Kunitz (Plunkett i sar. 1982; Park i sar. 2005; Ledoigt i sar. 2006; Azarkan i sar. 2006). 
Bowman-Birk inhibitori obično poseduju dva homologna domena, kojima, nezavisno i 
istovremeno, mogu interagovati sa istim ili različitim serinskim proteinazama (Birk, 
1985; Raj i sar. 2002), dok Kunitz tip inhibitora pored serinskih može inhibirati i druge 
klase proteinaza (Ritonja i sar. 1990; Gruden i sar. 1997; Laing & McManus, 2002). 
Ostali serinski PI svrstani su u serpinsku, tikvinu, cerealnu/α-amilaza, slačicinu, 
krompirovu I i II i druge familije (Haq i sar. 2004; Habib & Khalid, 2007). 
 
 
1.9.2. Inhibitori aspartatnih i metalo-proteinaza 
 
Inhibitori aspartatnih proteinaza su nedovoljno proučena klasa PI delimično usled slabe 
zastupljenosti među biljkama. Inhibitori katepsina D iz paradajza (Werner i sar. 1993) i 
tubera krompira (Mares i sar. 1989; Ritonja i sar. 1990) su jedini dobro okarakterisani 
proteinski inhibitori ove klase. Biljne inhibitore metalo-proteinaza predstavlja familija 
metalo-karboksipeptidaza iz paradajza i krompira (Graham & Ryan, 1981; Hass & Ryan 
1980, 1983).  
 
 
1.9.3. Inhibitori cisteinskih proteinaza 
 
Super-familiju cisteinskih PI čine proteini funkcionalno i evolutivno srodni sa prvim 
opisanim inhibitorom cisteinskih proteinaza iz belanceta kokošijeg jajeta (eng. chicken 
egg white cystatin, CEWC; Colella i sar. 1989). Široko rasprostranjeni među 
mikroorganizmima, biljkama i životinjama - na osnovu molekularne strukture, podeljeni 
su u četiri familije - i označeni kao cistatini (Oliveira i sar. 2003). Animalni cistatini 





cistatina - fitocistatini - obuhvata gotovo sve poznate inhibitore cisteinskih proteinaza 
biljnog porekla. Većina njih su mali jednolančani peptidi (Tabela 1.2.) sa jednim 
domenom, veličine 12-16 kDa, izuzev multicistatina izolovanog iz tubera krompira 
(Walsh & Strickland, 1993; Waldrom i sar. 1993) i cistatina iz listova paradajza (Botler, 
1993; Wu & Haard, 2004) koji poseduju do osam cisteinskh domena. Pored visoko 
konzerviranog motiva (QxVxG) centralnog segmenta (Arai i sar. 1991), inhibitorni 
kapacitet fitocistatina vezan je i za G-ostatak u N-terminalnom regionu inhibitora 
(Urwin i sar. 1995a) i PW motiv ka C-terminalnom kraju peptida (Abe i sar. 1988). Ova 
tri konzervirana regiona omogućavaju inteakciju fitocistatina sa cisteinskim 
proteinazama papainske familije (Turk i sar. 1997).  
 
Tabela 1.2. Fitocistatini 
biljka inhibitor kDa autor 




Kouzuma i sar. 1996. 
Persea americana - 11 Kimura i sar. 1995. 




Ojima i sar. 1997. 




Abe i sar. 1987. 
Kondo i sar. 1990. 
Vigna unguiculata - 10.7 Fernandes i sar. 1993. 
Solanum tuberosum PMC 87 Waldron i sar. 1993. 
Glycine max - 26 Misaka i sar. 1996. 
seme kukuruza - 18 Abe i sar. 1992. 
Castanea sativa CsC 11.2 Pernas i sar. 1998. 
Wisteria floribunda WCPI-3 15.7 Hirashiki i sar. 1990. 
kivi KCPI   11    Rassam & Laing, 2004 
Phaseolus mungo    
 
PMC I 
PMC II   
19 
17 
Sharma i sar. 2006 
 
Cistatini regulišu cisteinske proteinaze u različitim biološkim sistemima: kontrolišu 
procese razvića biljaka i tolerantnost na sušu i nisku temperaturu (Kumar i sar. 1999; 
Gaddour i sar. 2001; Corre-Menguy i sar. 2002; Belenghi i sar. 2003; Diop i sar. 2004; 
Martinez i sar. 2005b; Massonneau i sar. 2005; Valdes-Rodrıguez i sar. 2007). Geni koji 
kodiraju cistatine regulisani su signalima stresa kao što su mehaničko povređivanje, 
ishrana insekta ili metaboliti odbrambenih signalnih puteva biljaka (Bolter, 1993; Bolter 
& Jongsma, 1995; Botella i sar, 1996; Jacinto i sar. 1998; Pernas i sar. 2000; Girard i 
sar. 2007). Neki od cistatina inhibiraju digestivne cisteinske proteinaze insekata i 





deluju protiv gljivičnih patogena biljaka (Pernas i sar. 1999; Soares-Costa i sar. 2002; 
Yang & Yeh, 2005; Christova i sar. 2006) i povećavaju otpornost biljaka na viruse (Chen 
i sar. 1993). 
 
Orizacistatin I (OCI; OsCYS1; Abe i sar. 1987) i orizacistatin II (OCII; OsCYS2; Kondo 
i sar. 1990), izolovani iz pirinča Oryza sativa, prvi su dobro definisani cistatini biljnog 
porekla. Kao i cistatini iz familije I ne poseduju disulfidne veze; po aminokiselinskoj 
sekvenci su srodni familiji II animalnih cistatina - ali je genomska organizacija 
orizacistatina različita od životinjskih (Kondo i sar. 1990). Iako OCI i OCII poseduju 
značajnu homologiju aminokiselinske sekvence (oko 55%), pokazuju različitu 
inhibitornu specifičnost za cisteinske proteinaze: OCI inhibira papain efikasnije nego 
katepsin H, dok je OCII efikasniji za katepsin H. Sa druge strane, ni OCI ni OCII ne 
pokazuju značajnu inhibitornu aktivnost za katepsin B ili katepsin L (Kondo i sar. 1990; 
Michaud i sar. 1994a).  
 
Svaki od orizacistatina, kako OCI tako i OCII, eksprimiran u transgenim biljkama, 
pokazuje potencijal u kontroli nematoda (Urwin i sar. 1995b; Vain i sar. 1998; Samac & 
Smigocki, 2003; Lilley i sar. 2004) i insekata (Leple i sar. 1995; Ribeiro i sar. 2006; 
Ninković i sar. 2007) koji koriste cisteinske proteinaze za digestivnu hidrolizu. Takođe 
dokumentovana je i protektivna uloga transgenog OCI u uslovima abiotičkog stresa (Van 
der Vyver i sar. 2003; Demirevska i sar. 2010). Istovremeno, zbog odsustva cisteinskih 
proteinaza u humanom digestivnom sistemu ne očekuje se potencijalno negativan uticaj 
transgenih cistatina u ljudskoj ishrani (Arai & Abe, 2000; Atkinson i sar. 2004).  
 
 
1.9.4. Mehanizam delovanja biljnih PI 
 
Mehanizam inhibicije se zasniva na formiranju stabilnog kompleksa, veoma niske 
disocijacione konstante, PI sa ciljnom proteazom. Kompleks enzim-inhibitor je obično 
dodatno “zaključan” disulfidnim vezama, tako da i nakon eventualne hidrolize, inhibitor 
ostaje vezan za enzim (Walker i sar. 1998), potpuno ili delimično blokirajući, ili 






Mehanizam antimetaboličkog delovanja biljnih PI na insekte još uvek nije u potpunosti 
rasvetljen i, usled visoke specifičnosti PI, pretpostavlja se da različiti tipovi PI imaju i 
različite mehanizme delovanja (Carlini i sar. 2002; Amirhusin i sar. 2007). 
Najjednostavniji model podrazumeva direktni anti-digestivni efekat usled inhibicije 
proteolize (Reese, 1983). Drugi, opšte prihvaćeniji model, zasniva se na kompenzaciji 
gubitka proteolitičke aktivnosti - hiperprodukciji proteinaza - koja preusmeravajući 
potrošnju aminokiselina redukuje njihovu dostupnost za rast i razviće insekta (Broadway 
& Duffey, 1986) što, pored smanjenja performansi, u nekim slučajevima može imati i 
letalan ishod. PI mogu narušiti i procese poput presvlačenja, sinteze neuropeptida, 
vodnog balansa i enzimske regulacije (Shukle i sar. 1985; Bolter, 1993; Marchetti i sar. 
2000; Haq i sar. 2004) i direktno interferirati sa reproduktivnim procesima insekata 




Slika 1.5. Mehanizmi inhibicije proteinaza. Svi PI, stvarajući sterične smetnje, sprečavaju 
pristup supstrata do katalitičkog centra proteinaze (ac). Serinski PI, oponašajući supstrat, 
direktno blokiraju aktivni centar enzima (1); Cisteinski PI se vezuju u blizini ac i indirektno 
blokiraju pristup sustratu (2); u nekim slučajevima, kao što su inhibitori trombina, mesto 
vezivanja PI je na takvoj udaljenosti od ac da sprečava hidrolizu samo većih supstrata (3); 
alosterični mehanizam nije uobičajen za PI, ali neki zimogeni serinskih proteinaza pokazuju 













1.9.5. Biljke transformisane genima za inhibitore proteinaza 
 
Nakon početne opservacije Mickel & Standish-a (1947) o uticaju sojinih PI na larve 
Tribolium castaneum, brojne studije, kako in vitro tako i in vivo, potvrdile su toksičnost 
biljnih PI za određene vrste insekata. Time su PI geni postali izvanredni “kandidati” za 
inženjering otpornosti na insekte, a prva generisana PI-transgena biljka, duvan sa Vigna 
unguiculata CpTI inhibitorom tripsina (Hilder et al. 1987), pokazala je povećanu 
otpornost na nekoliko predstavnika različitih redova insekata. Do sada, mnoštvo PI gena 
koji kodiraju produkte sa pesticidnim svojstvima je identifikovano, klonirano i 
okarakterisano (Usuf i sar. 2001; Lawrence & Koundal, 2002; Shyu i sar. 2004; Rivard i 
sar. 2007; Lemaux, 2008; Zhu-Salzman i sar. 2008; Savić & Smigocki, 2012), a 
heterologna ekspresija nekih od PI gena obezbedila je povećanu otpornost transgenih 
biljaka na ciljne insekte (Tabela 1.3).  
 
Dokumentovana je i aktivnost heterolognih PI protiv nematoda (Atkinson i sar. 1995, 
2003, 2004; Urwin i sar. 1995b, 1997, 2000, 2001; Cai i sar. 2003; Cowgill & Atkinson, 
2003; Samac & Smigocki, 2003), gljivičnih patogena (Lorito i sar. 1994, 1998; Joshi i 
sar. 1998; Soares-Costa i sar. 2002; Marttinez i sar. 2003, 2005a; Yang & Yeh, 2005) i 
virusa (Gutierrez-Campos i sar. 1999; Cipriani i sar. 2001). Takođe, postoje podaci o 
mogućnosti farmakološke primene biljnih PI u prevenciji tumora (Birk, 1993; Kennedy, 
1994), protiv virusnih bolesti (Aoki i sar. 1995) i kod inflamatornih i alergijskih procesa 
(Abdel-Meguid, 2000). Ne samo da ne postoje podaci o škodljivom ili toksičnom efektu 
na sisare (Schulke & Murdock, 1983; Pusztai i sar. 1992) već biljni PI, pre, povećavaju 
nutritivinu vrednost hrane (Ryan, 1989) što ih čini pogodnim izborom za razvoj 
transgenih biljaka povećane otpornosti. Ipak, iako su poslednje dve dekade istraživanja 
dovela do generisanja velikog broja transgenih biljka sa PI genima, do sada, nijedna nije 
komercijalizovana (Macedo & Freire, 2011). Jedan od razloga je, svakako, uspešnost 
“akutnog efekta” Bt-transgenih biljaka, koji donosi stepen zaštite od preko 95% 
(Gatehouse, 2008).  Drugi je potencijalna evolutivna sposobnost insekata da prevaziđu 







Tabela 1.3. PI-transgene biljke povećane otpornosti prema insektima.  
inhibitor proteinaza transgena biljka ciljni insekt autor 
duvan Heliothis virescens Hilder i sar. 1987 
duvan Spodoptera litura Sane i sar. 1997 
jagoda  Otiorhunyshus sulcatus Graham i sar. 1997 
pirinač Sesamia inferens Xu i sar. 1996 
krompir Lacanobia oleracea Gatehause i sar. 1997 
pamuk Helicoverpa armigera Li i sar. 1998 
kupus Pieris rapae Fang i sar. 1997 
Ipomea batatas Cyclas formicarius Newell i sar. 1995 
karfiol Pieris rapae Lu i sar. 2005 
inhibitor tripsina (CpTI) 
 izVigna unguiculata (S) 
pšenica Sitotroga cerealella Bi i sar. 2006 
duvan Manduca sexta Jonson i sar. 1989 
duvan Chrysodeixis eriosoma McManus i sar. 1994 
pirinač Sesamia inferens Duan i sar. 1996 
topola Plagiodera versicolora Klopfenstein i sar. 1997 
PIN2 krompira i  
paradajza (S) 
pirinač Chilo suppressalis Bu i sar. 2006 
dSKTI, Kunitz inhibitor 





McManus i sar. 1999 
Lee i sar. 1999 
Ipomea batatas Cyclas spp Cipriani i sar. 1999 
PtdKTI5,  PtKTI2  (S) A. thaliana  Pluttela xylostella Chen i sar. 2012 
KTi3, C-II, PI-IV  (S) krompir, duvan Spodoptera litoralis Marcheti i sar. 2000 
inhibitor tripsina  
iz duvana  (S) 
duvan Manduca sexta 
Helicoverpa armigera 
Spodoptera litura 
Zavala i sar. 2004 
Srinivasan i sar. 2009 
 
pirinačBTI-CMe, inhibitor 
tripsina iz ječma  (S)   
 Sitophilus oryzae Alfonso-Rubi i sar. 2003 
duvan Lepidoptera Carbonero i sar. 1993 
pšenica Spodoptera lituralis Sitotroga 
cerealella 
Altpeter i sar. 1999 
grašak Pluttela xylostella Charity i sar. 1999 Nicotiana alata PI  (S) 
jabuka Epiphyas postvittana Maheswaran i sar. 2007 
PI iz heljde  (S) duvan Trialeurodes vaporariorum Khadeeva i sar. 2009 




Yeh i sar. 1997 
Ding i sar. 1998b 
Brassica juncea TI  (S) duvan Spodoptera litura Mandal i sar. 2002 




De Leo i sar. 2001 
De Leo & Gallerani, 2002 
MPI iz kukuruza (S) pirinač Chilo suppressalis Vila i sar. 2005 
CCI iz kukuruza  (C)   pirinač Sitophilus zeamais Irie i sar. 1996 
topola Chrisomela tremulae Leple et al. 1995 
krompir Leptinotarsa decemlineata Lecardonnel i sar. 1999 
OC I iz pirinča (C) 
uljana repica Myzus persicae Rahbe i sar. 2003 
OC II iz pirinča (C) lucerka Phytodecta fornicata Ninković i sar. 2007 
A. thaliana  PI (C) Populus alba L. Chrysomela populi Delladone i sar. 2001 







1.10. Adaptivne strategije insekata 
 
Kao rezultat evolutivne “trke u naoružanju” insekti su razvili mnogobrojne strategije 
prevazilaženja antinutritivnih odbrambenih mehanizama biljaka - počev od izbegavanja 
delova biljke sa visokim sadržajem zaštitnih jedinjenja (Zangerl, 1990; Paschold i sar. 
2007), detoksifikacije (Scott & Wen, 2001) pa do akumulacije i korišćenja biljnih 
toksina za vlastitu odbranu (Nishida, 2002). Insekti mogu i da “presreću” signalne 
puteve indukovane odbrane biljaka, koristeći, na primer, JK kao signal za indukciju 
vlastitih enzima za detoksifikaciju (Li i sar. 2002); da ih “ometaju” - bilo da zaražavajući 
biljku sa virusima ili bakterijama aktiviraju SK signalini put, koji utišava JK put 
akumulacije sekundarnih metabolita (Maleck & Dietrich, 1999; Paul i sar. 2000) ili da 
jedinjenjima u pljuvačci inhibiraju signalne puteve biljke (Musser i sar. 2002; Bede i sar. 
2006). Tako, na primer, inhibitorna komponenta pljuvačke larvi krompirove zlatice 
smanjuje ekspresiju PI gena (pin1 i pin2) paradajza (Lawrence i sar. 2007).  
 
Proteinazni inhibitori su važna hemijska “linija” odbrane biljaka koju insekti prevazilaze 
različitim mehanizmima. Iako su geni za sve 4 mehanističke klase proteinaza prisutni u 
genomu mnogih insekata, a digestivni “rezervoar” insekata sadrži enzime koji 
hidrolizuju proteine različitim katalitičkim mehanizmima - njihova zastupljenost je, u 
normalnim uslovima, minorna u odnosu na glavnu klasu digestivnih proteinaza (Xu i sar. 
2005; Vinokurov i sar. 2006). Tako se, na primer, kod Lepidoptera i Diptera digestivna 
proteoliza uglavnom zasniva na serinskim proteinazama, kod Hemiptera na cisteinskim, 
dok Coleoptera imaju širi opseg dominantnih proteinaza (Haq i sar. 2004). U okviru 
dominantne klase proteinaza insekti najčešče koriste nekoliko funkcionalno i strukturno 
različitih proteinaza (Gruden i sar. 2004; Oliveira-Neto i sar. 2004; Srinivasan i sar. 
2006) i, kao rezultat koevolucije, teže da digestivne procese baziraju na proteinazama 
neosetljivim na PI koji su prirodno prisutni kao deo odbrane biljke-domaćina 
(Gatehouse, 2002). Kada se krompirova zlatica hrani listovima krompira u njima se, kao 
odgovor, sintetiše visok nivo PI. Ovi inhibitori u crevima insekata aktiviraju proteaze 
koje, iako pripadaju papainskoj familiji cisteinskih proteinaza, pokazuju izuzetno nisku 
specifičnost prema inhibitorima papaina (Gruden i sar. 2004) i ne mogu biti inhibirane 





Jongsma, 1995). Pored toga, jedna grupa digestivnih enzima krompirove zlatice 
pokazuje sposobnost hidrolize PI i kombinacijom ovih strategija insekt prevazilazi 
prirodni odbrambeni mehanizam biljke krompira (Gruden i sar. 2003, 2004). 
  
Kada je novi, transgeni PI eksprimiran u biljci, usled raznolikosti digestivnog profila 
insekatskih vrsta, otpornost na sve štetočine se retko postiže, a stepen otpornosti biljke 
određen je nivoom ekspresije transgena, njegovom aktivnošću prema proteinazama i, u 
velikoj meri,  adaptivnim kapacitetom insekta (De Leo i sar. 2001). Inhibitorni opseg PI 
je obično ograničen na proteaze jedne mehanističke klase, dok jedan deo proteaznog 
kapaciteta insekta ostaje neinhibiran (Barrett, 1994). Zapravo, usled neprestanog 
prilagođavanja insekta na nativne PI, inhibitorni potencijal heterolognih PI je često 
ograničen samo na nivo familije digestivnih proteinaza insekta (Michaud i sar. 1995a; 
Visal i sar. 1998). Neinhibirane proteinaze mogu kompenzovati inhibiranu proteolitičku 
funkciju (Jongsma & Bolter, 1997) i/ili ugroziti strukturni integritet transgenog PI 
(Michaud, 1997; Giri i sar. 1998; Yang i sar. 2009). Dodatno, kada je izazvan 
heterolognim PI insekt poseže ka protivmerama kojima nadoknađuje gubitak digestivne 
funkcije povećanjem brzine unosa hrane (De Leo i sar. 1998; Cloutier i sar. 2000; 
Abdeen i sar. 2005; Steppuhn & Baldwin, 2007) i/ili prilagođavanjem digestivnog profila 
indukcijom PI-neosetljivih klasa ili izoformi enzima (Mazumdar-Leighton & Broadway, 
2001; Brunelle i sar. 2004; Ahn i sar. 2004, 2007). Utvrđeno je da insekti poseduju oko 
1020 razičitih proteinaza (Bown i sar. 1997) koje su regulisane na razlčite načine i od 
kojih deo ne može biti inhibiran nijednim od biljnih PI (Broadway, 1997). Iz ovih 
razloga direktna digestivna inhibicija, jednim transgenim PI, može imati ograničeni 
uspeh ili, u nekim slučajevima, rezultat drugačiji od očekivanog (Girard i sar. 1998a,b; 
Cloutier i sar. 1999, 2000; Zhu-Salzman i sar. 2003a; Ahn i sar. 2004, 2007; Oppert i sar. 
2005). 
 
Nekoliko različitih pristupa pokazalo je potencijal u borbi sa mehanizmima kojima 
insekti prevazilaze inhibiciju jednim PI: dizajniranje izmenjenih inbitora čije usmerene 
mutacije omogućavaju vezivanje za proteinaze neosetljive na nativni PI (Urwin i sar. 
1995b; Kiggundu i sar. 2006; Goulet i sar. 2008), potraga za multifunkcionalnim PI 





inhibitora koji pokrivaju više klasa proteinaza (Outchkourov i sar. 2004; Brunelle i sar. 
2005) ili istovremena ekspresija dva ili više insekticidnih jedinjenja ili PI, različite 
specifičnosti ili mehanizma delovanja. Od svih strategija za izbegavanje ili odlaganje 
pojave rezistentnosti među insektima, poslednje navedena - kombinovanje transgena - 
našla je najveću praktičnu primenu (Tabela 1.4).  
 
 
Tabela 1.4. Transgene biljke sa povećanom otornošću na insekte koje eksprimiraju dva ili više 
insekticidna gena. 
Insekticidni gen transgena 
biljka 
ciljni insekt autor 
Cry1Ac  + Cry2Ab pamuk Spodoptera frugiperda 
Spodoptera exigua  
Helicoverpa zea 
Stewart i sar. 2001 
Cry1Ac + Cry1C brokoli Plutella xylostella Cao i sar. 2002 
Cry1Ac + Cry1Ie duvan Helicoverpa armigera Lian i sar. 2008 
Cry1Ac + CpTI duvan Helicoverpa armigera Zhao i sar. 1999 
Cry1Ac + CpTI pirinač Cnaphalocrocis medinalis Han et al. 2006, 2007 
Cry1Ac + CpTI pirinač Chilo suppressalisa 
Cnaphalocrocis medinalis 
Li i sar. 2004a 
Cry1Ac + CpTI pirinač Chilo suppressalisa Liu i sar. 2005 




Plutella xylostella  
Myzus persicae 
Xiao i sar. 2012 
 
Bt + inhibitor tripsina 
(Sck)
pamuk Helicoverpa armigera Guo i sar. 2007 
Cry1Ac + Cry2A + lektin 
(gna)  
 
pirinač Cnaphalocrocis medinalis 
Scirpophaga incertulas  
Nilaparvata lugens 
Maqbool i sar. 2001 
 
lektin (gna)+ inhibitor 
tripsina (sbti)  
pirinač Nilaparvata lugens 
Cnaphalocrocis medinalis 
Li i sar. 2005 
Sporamin+Taro cistatin  duvan Helicoverpa armigera Senthilkumar i sar. 2010
 
 
1.11. Strategije “slaganja” gena 
 
Kako je većina agronomski važnih osobina poligenske prirode, pred biotehnologiju 
biljaka postavili su se zahtevi istovremene manipulacije sa više gena, više 
introdukovanih osobina ili više produkata gena. Isto tako, manipulacija putevima 
sekundarnog metabolizma biljaka (Dixon i sar. 1994; Robins et al. 1994) i produkcija 





više gena. Povećanje otpornosti na štetočine i bolesti, kombinacijom transgenih 
produkata sa različitim načinom delovanja, obezbeđuje trajniju i efikasniju zaštitu 
(Honee i sar. 1999). Stoga, savremeni razvoj genetičkog inženjeringa biljaka usmeren je 
ka integraciji više transgena u genom biljaka i njihovoj koordinisanoj ekspresiji, a 
strategije “slaganja” ili “slepljivanja” gena (eng. gene stacking; gene pyramiding) 
postale su jedan od vodećih pristupa savremene biotehnologije biljaka (Halpin, 2001, 
2005; Francois i sar. 2002; Halpin & Boerjan, 2003; Dafny-Yelin & Tzfira, 2007; 
Douglas & Halpin, 2010). Zastupjenost komercijalnih GM useva koji nose dve ili tri 
transgene osobine je u neprestanom porastu: u USA 37% od GM useva nosi tolerantnost 
na herbicide i/ili višestruku otpornost na insekte, dok 68% transgenog kukuruza i 78% 
transgenog pamuka poseduje “slepljene” osobine (James, 2007). 
 
 
1.11.1. Ukrštanje kao metod “slaganja” transgena 
 
Klasičnim metodama ukrštanja različitih transgenih roditeljskih linija, od kojih svaka 
nosi po jedan heterologni gen od interesa, dobija se potomstvo (25% u slučaju da su 
roditeljske linije hemizigotne za transgen, ili 100% za homozigotne transgene linije) 
koje poseduje oba heterologna gena. Brojni su primeri uspešnosti ovog pristupa u 
povećanju otpornosti na predatore i patogene (Zhu i sar. 1994; Cao i sar. 2002; Datta i 
sar. 2002; Zhao i sar. 2003), abiotički stres (Wei i sar. 2011), uvođenju novih 
biosintetskih puteva (Bizily i sar. 2000) ili u manipulaciji procesa kao što su biosinteza 
lignina i sazrevanje plodova (Chabannes i sar. 2001; Pinçon i sar. 2001; Abbott i sar. 
2002; Powell i sar. 2003). 
Glavna prednost ukrštanja je tehnička jednostavnost. Potrebno je jedino preneti polen 
jednog roditelja na reproduktivne organe drugog, uz predostrožnost da ne dođe do 
samooprašivanja. Druga prednost je da se u transgenoj populaciji potencijalnih roditelja 
mogu izabrati one linije sa optimalnom ekspresijom svakog od transgena i, potom, 
ukrstiti. Ukrštanje poseduje i neke nedostatke: procedura je prilično dugotrajna, posebno 
ako je potrebno kombinovati više od dva transgena uzastopnim ukrštanjem. Transgeni će 
kod dobijenih linija uvek biti smešteni na različitim hromozomskim lokusima, što može 





primenjivo za heterozigotne biljke koje se umnožavaju vegetativnim putem (npr. 
višegodišnje vste voća, krompir i mnoge ukrasne vrste) jer se poželjna heterozigotna 
priroda narušava rekombinacijom tokom mejoze (Gleave i sar. 1999).  
 
 
1.11.2. Sekvencijalna transformacija 
 
Uzastopna transformacija, ponovljena transformacija ili re-transformacija je definisana 
kao ponovljena insercija transgena u biljni genom. Nakon uvođenja prvog heterolognog 
gena, drugi gen se uvodi novom transformacijom u biljke dobijene prvom 
transformacijom, treći gen narednom transformacijom i tako dalje. Na ovaj način 
postignuta je manipulacija metaboličkih puteva (Lapierre i sar. 1999; Rosati i sar. 2003), 
ponovo uspostavljena fertilnost (Hird i sar. 2000; Bisht i sar. 2007), povećana otpornost 
transformisanih biljaka na abiotički stres (Jobling i sar. 2002) i kombnovana otpornost 
na virusne, bakterijske ili gljivične patogene (Chan i sar. 2005; Rivero i sar. 2012). 
 
Re-transformacija je sistem slaganja gena nezavisan od seksualnog ukrštanja. Zato, ovim 
metodom više transgena može biti inkorporisano i u heterozigotne biljke koje se 
propagiraju vegetativnim putem. Nasuprot ukrštanju, re-transformacijom se zadržava 
željeni genotip i izbegnuta je mogućnost gubljenja korisnih osobina biljaka usled 
rekombinacija. Glavni nedostatak integracije transgena ponovljenom insercijom je 
dugotrajnost postupka i potreba za različitim selekcionim markerom za svaku novu 
transformaciju. Nasuprot velikom broju korisnih gena koji se mogu introdukovati, mali 
broj selektivnih markera ima praktičnu primenu (Ebinuma i sar. 1997). Najčešće 
korišćeni selektivni marker geni su oni koji pružaju otpornost na antibiotike ili 
herbicide: higromicin fosfotransferaza (hpt) iz Escherichia coli omogućava otpornost na 
higromicin B, E. coli neomicin fosfotransferaza (nptII) omogućava otpornost prema 
kanamicinu ili genticinu i Streptomyces hygroscopicus acetiltransferaza (bar) daje 








1.11.3. Ko-transformacija  
 
Ko-transformacija je definisana kao istovremena introdukcija više gena od interesa. 
Introdukovani geni, prilikom ko-transformacije mogu da se nalaze ili na istom plazmidu 
(eng. single-plasmid co-transformation) ili na odvojenim plazmidima (eng. multiple-
plasmid co-transformation). Najcitiraniji primer uspešnosti ovog pristupa je introdukcija 
kompletnog biosintetskog puta β-karotena u endosperm pirinča, pomoću Agrobacterium-
posredovanog transfera gena, kombinacijom ko-transformacija tipa jedan- i više-
plazmida (Ye i sar. 2000). Ko-transformacijom su, takođe, dobijene biljke povećane 
otpornosti na štetočine i patogene (Jongedijk i sar. 1995; Jach i sar. 1995; Maqbool i sar. 
2001; Maruthasalam i sar. 2007; Sridevi i sar. 2008; Chen i sar. 2009; Jha & Chattoo, 
2009; Zhu i sar. 2010), prema abiotičkom stresu (Zhang i sar. 2008; Faize i sar. 2011) i 
postignuta je kontrola složenih metaboličkih puteva (Slater i sar. 1999; Poirier i sar. 
2000; Yu i sar. 2003). 
 
Najveća prednost koju donosi ko-transformacija je mogućnost introdukcije više 
transgena jednim postupkom transformacije, za razliku od uzastopne re-transformacije 
koja zahteva ponavljanje transformacionih postupaka. Ko-transformacija, ipak donosi i 
neke tehničke poteškoće. Za pristup jedan-plazmid glavno ograničenje može biti 
združivanje plazmida sa višestrukim genskim kasetama. Standardni transformacioni 
vektori za to nisu podesni usled postojanja heksanukleotidnih restrikcionih mesta koja su 
često prisutna i u sekvencama koje se insertuju u vektor. Takođe, i nakon konstrukcije 
višestukih ekspresionih genskih kaseta, najčešće više ih nije moguće zameniti ili 
ukloniti, u jednom koraku kloniranja, zbog prisustva restrikcionih mesta na neželjenim 
lokacijama. Zato su mnoge istraživačke grupe dizajnirale različite vektore za 
transformaciju biljaka koji dozvoljavaju lakše združivanje više plazmida ili ekspresionih 
kaseta (Hajdukiewicz i sar. 1994; McCormac i sar. 1997; Goderis i sar. 2002; Thomson i 
sar. 2002; Lin i sar. 2003). 
 
Ko-transformacija sa više plazmida poseduje očiglednu prednost jer je konstituisanje 
ekspresionih kaseta na nezavisnim plazmidima tehnički lakše (Komari i sar. 1996). Na 





1998). Prilikom ko-transformacije sa više plazmida, različite T-DNK su često 
integrisane u isti genski lokus (De Block i sar. 1991; Grevelding i sar. 1993; Denis i sar. 
1995; De Neve i sar. 1997). Ovaj fenomen može biti prednost kada je koekspresija 
transgena poželjna ili kada se transgene linije dalje koriste za ukrštanje, ali je nepoželjan 
kada je cilj eliminacija selektivnog marker gena. 
 
 
1.12. Multitrofični uticaj PI-transgenih biljaka  
 
Proteazni inhibitori su potencijalna “dopuna” Bt-toksinima za razvijanje biljaka 
povećane otpornosti na insekte, ali njihova ograničena specifičnost prema proteolitičkim 
enzimima kao i sveprisutnost fizioloških procesa u živim organizmima koji se baziraju 
na aktivnosti proteinaza, nameću pitanja o njihovom, potencijalnom indirektnom uticaju 
na agroekosisteme.   
 
 
1.12.1. Neciljni organizmi 
 
Snažan pesticidni efekat biljaka otpornih na insekte može indirektno uticati na adaptivnu 
vrednost neciljnih organizama kao i na njihovu organizaciju u prirodi. Poznati su primeri 
indirektnog uticaja Bt-transgenih biljaka na predatore i parazite artropoda preko “lošeg 
kvaliteta” ciljnog insekta usled ingestije rekombinantnog Bt-toksina (Marvier i sar. 
2007; Naranjo i sar. 2009). Takođe, prisustvo neciljne sekundarne štetočine može biti 
povećano usled nedostatka kompeticije sa ciljnom štetočinom, kao što je povećanje 
populacije krompirovih mušica na Newleaf Bt-krompiru koji je visoko otporan na 
krompirovu zlaticu (Cloutier i sar. 2008). Ipak, uobičajeno gledište je da su sporedni 
efekti Bt-transgenih biljaka zanemarljivi usled visoke funkcionalne specifičnosti toksina, 
koncentracije koja je u biljnim tkivima ispod praga potrebnog za ozbiljnije nuspojave i 
ograničene trajnosti Cry proteina u prirodnim ekosistemima (Marvier i sar. 2007; 






Direktni, nenamerni, uticaj drugih pesticidnih proteina kao što su lektini ili proteazni 
inhibitori, još je verovatniji, usled postojanja “meta” njihove aktivnosti kod većine 
organizama u prirodi (Malone & Burgess, 2000; O’Callaghan i sar. 2005). Pored 
toksičnog efekta na ciljnog insekta, rekombinantni inhibitori proteinaza mogu direktno 
uticati na digestivne procese proteolize kod polinatora, simbionata i neciljnih fitofagnih 
insekata i/ili indiretno, preko plena ili domaćina koji se hrani transgenom biljkom, 
ugroziti ekološku funkciju njegovih prirodnih neprijatelja i parazita. Kao i u slučaju Bt-
toksina, neznatan uticaj PI transgenih biljaka zabležen je na predatore, parazitoide ili 
sekundarne fitofagne insekte (Cowgill i sar. 2002, 2004; Graham i sar. 2002; Cowgill & 
Atkinson, 2003; Bell i sar. 2003; Bouchard i sar. 2003a,b; Ferry i sar. 2003, 2005; 
Mulligan i sar. 2006; Simoes i sar. 2008; Burgess i sar. 2008; Konrad i sar. 2008, 2009). 
Ipak, sa druge strane, dokumentovani su i negativni (Bell i sar. 2001; Ferry i sar. 2005), 
kao i pozitivni (Ashouri i sar. 2001a,b) uticaji. Inhibitorni efekat PI i kompenzatorni 
odgovor nekih predatora nakon ishrane plenom koji se hranio transgenim materijalom 
ukazuje na direktan uticaj PI i na narednom trofičkom nivou. Tako, na primer, 
Hemiptera Perillus bioculatus kada se hrani larvama krompirovih zlatica sa OCI-
transgenog krompiira, digestivnu inhibiciju rekombinantim OCI, unetim preko plena, 
kompenzuje sekrecijom proteinaza neosetljivih na inhibitor (Bouchard i sar. 2003a,b). 
Ipak, iako OCI ne utiče na preživljavanje P. bioculatus, može negativno uticati na 
fertilitet i odložiti ovipoziciju, smanjiti masu jaja i procenat piljenja (Overney i sar. 
1998). Istovremeno, ingestija OCI ima i pozitivan efekat na performansu P. bioculatus: 
povećava stopu izlovljavanja larvi krompirove zlatice (Ashori i sar. 1998). Ovi podaci, 
paralelno sa ilustracijom sposobnosti adaptacije insekata višeg trofičkog nivoa, ukazuju 
na kretanje rekombinantnog PI duž lanca ishrane i značaj analiza prostorne dinamike 
interakcije enzim-inhibitor. Neočekivani pozitivan uticaj OCI na sekundarnu herbivoru i 
njenog parazitoida (Ashouri i sar. 2001a,b) dodatno usložnjava celu sliku i usmerava ka 










1.12.2. Interakcije in planta 
 
Proteinaze učestvuju u gotovo svim biohemijskim procesima biljaka, što nameće pitanje 
o mogućem uticaju heterologne ekspresije PI na proteolitičke procese i na balans 
proteinaza/inhibitor u transgenim PI-biljkama. Neznatan uticaj PI na fenotip trangenih 
biljaka, zasnovan na makroskopskim pokazateljima kao što su brzina rasta, dijametar 
izdanka ili broj listova, pokazan je u nekim slučajevima (Brunelle i sar. 2004; Rivard i 
sar. 2006; Badri i sar. 2009), a u poslednje vreme je sve više podataka o značajnom 
uticaju i na metaboličkom nivou. Pored pesticidnog efekta, konstitutivna akumulacija 
cistatina in planta, može biti povezana sa odlaganjem cvetanja (Gutierrez-Campos i sar. 
2001), inhibicijom (Belenghi i sar. 2003) ili pozitivom regulacijom (Munger et al. 2010) 
patogen-inducibilnog odgovora biljaka, povećanju stabilnosti fotosintetičkog aparata u 
uslovima abiotičkog stresa (Van der Vyver i sar. 2003; Zhang i sar. 2008; Demirevska i 
sar. 2010) ili povećanju količine proteina u listovima (Prins i sar. 2008). Značajan 
metabolički uticaj na sadržaj proteina zabeležen je i za serinske ili aspartatne PI (Badri i 
sar. 2009; Goulet i sar. 2010), kao i uticaj serinskih PI na povećanje tolerancije 
abiotičkog stresa (Huang i sar. 2007; Shan i sar. 2008; Srinivasan i sar. 2009). Pozitivni 
plejotropni uticaj, predstavljajući agronomski korisne osobine, otvara nove mogućnosti 
upotrebe PI ali, istovremeno, nameće i nova pitanja o uticaju ovih metaboličkih efektora 





Oslanjanje na hemijsku kontrolu dovelo je do oko 7470 zabeleženih slučajeva otpornosti 
insekata na pojedine pesticidne produkte (Whalon i sar. 2008), a otpornost na Bt-toksin 
je dokumentovana za 17 vrsta insekata (Huang i sar. 1999). Iako je uticaj PI u povećanju 
otpornosti često ograničen u odnosu na sintetičke pesticide ili Bt-toksin, ovi sveprisutni 
regulatori proteolitičkih enzima su, i dalje, potencijalni kandidati za razvijanje 
transgenih biljaka otpornih na insekte. Poslednjih godina, vršena su obimna ispitivanja 
transgenih linija pirinča koje eksprimiraju serinske PI, pre njihove, eventualne, šire 





   
Trajniji i značajniji nivo kontrole štetočina - dizajniranjem i otkrivanjem novih potentnih 
inhibitora, multifunkcionalnih i hibridnih PI, usklađivanjem dejstva i povećenjem 
opsega inhibicije njihovim “slaganjem”, uporedo sa strategijama postizanja visokog 
nivoa ekspresije - može se očekivati i u budućnosti. U 2010 godini 148,1 miliona ha je 
bilo pod GM usevima, od kojih 32,3 miliona ha su uzimali usevi sa “slepljenim” 
osobinama. Ko-ekspresija dva gena je najvećim delom donosila otpornost na insekte i 
herbicide, a koekspresija tri gena na herbicide i dve insekatske štetočine (ISAAA, 2010). 
U narednom periodu predviđa se povećanje obradivih površina pod transgenim usevima 
sa “slepljenim” osobinama, kao i razvijanje novih generacija komercijalnih biljaka sa 
više introdukovanih transgena (Taverniers i sar. 2008). Varijeteti kukuruza koji nose do 
pet korisnih gena već su dobili autorizaciju za komercijalni uvoz, industrijsku preradu i 
proizvodnju namirnica u SAD, EU, Filipinima, Japanu, Koreji, Meksiku i Južnoj Africi 
(Paul i sar. 2012). Iako su do danas ukrštanje transgenih linija, re-transformacija, 
transformacija sa multigenskim kasetama i ko-transformacija, kao glavni pristupi 
“slaganja” transgena, doživeli mnoga tehnička poboljšanja, unapređenje metoda za ko-
transformaciju pomoću jednog plazmida, prevazilaženje ograničenog kapaciteta vektora 
i povećanje stabilnosti velikih genskih konstrukata sa višestruko ponovljenim 
elementima, verovatno će biti aktivne oblasti istaživanja biotehnologije biljaka (Douglas 
& Halpin, 2010). 
 
Sa druge strane, uticaj nativnih biljnih PI, kao što su CpTI ili OCI, na neciljne 
organizme je dokumentovan, ali postoji malo podataka o “nenamernim” posledicama 
ekspresije novih generacija inhibitora sa snažnijim uticajem na proteinaze štetočina, 
hibridnih inhibitora ili kombinovanog uticaja nekoliko različitih insekticidnih proteina. 
Izazov, svakako, predstavlja pronalaženje onih varijanti inhibitora koji pokazuju 
povećanu aktivnost prema ciljnim proteinazama herbivore a smanjenu aktivnost prema 
proteinazama biljke domaćina ili proteinazama korisnih insekata. Dodatno, iako 
prisustvo transgenih cistatina u ljudskoj ishrani, usled nepostojanja ciljnih digestivnih 
enzima, ne bi trebalo da izazove javnu zabrinutost - ekspresija snažnih aspartatnih i 






Povećanje otponosti na štetočine i bolesti, poboljšanje nutritivne ili industrijske 
vrednosti gajenih biljaka, kao i sinteza terapeutskih produkata metodama 
bioinženjeringa, danas može obezbediti brz, ekonomičan i po okolinu “prijateljski” 
pristup oplemenjivanja useva. Da bi se iskoristile ove mogućnosti potrebno je unaprediti 
postojeće i razviti nove pristupe manipulacije sa više gena kako bi se došlo do održivijih 
i “čistijih” transgenih tehnologija. Tehnički napredak u ovoj oblasti predstavlja glavni 




















2. CILJEVI RADA 
 
 
1. Utvrđivanje efikasnog postupka za “slaganje” dva heterologna gena u genom 
domaćih sorti krompira Dragačevka i Jelica, kao i kontrolne sorte Dezire, 
pomoću dva soja Agrobacterium tumefaciens, od kojih svaki bakterijski soj nosi 
po jedan orizacistatinski gen, OCI ili OCII. 
 
2. Dobijanje biljaka krompira kod kojih su, genetičkom transformacijom, 
introdukovana oba orizacistatinska gena. 
 
3. Karakterizacija ekspresije oba orizacistatinska gena kod OCI/OCII 
transformisanih linija krompira. 
 
4. Ispitivanje potencijala OCI/OCII transformisanih biljaka u kontroli glavne 












3. MATERIJAL I METODE 
 
3.1. Biljni materijal 
 
U ovom radu su korišćene dve domaće sorte krompira, Solanum tuberosum L. cv. Jelica 
i cv. Dragačevka, selekcionisane u Centru za krompir u Guči, kao i holandska sorta 
Solanum tuberosum L. cv. Desiree (PKB INI Agroekonomski institut, Beograd), 
odomaćena u našoj zemlji. Kulture in vitro ovih sorti uspostavili su Vinterhalter i 
saradnici (1997) iz izbojaka krtola, pre skoro 20 godina.  
 
Kulture su održavane putem regeneracije izdanaka iz odsečaka nodusa sa po jednim 




3.2. Hranljive podloge 
 
3.2.1. Osnovna podloga 
 
Osnovna hranljiva podloga za gajenje kultura in vitro (MS podloga) sadržala je 
mineralne soli po Murashige i Skoog-u (1962) i vitamine po Linsmaier i Skoog-u (1965),  
kao i organske komponente prikazane u Tabeli 3.1. 
 
 
3.2.2. Podloge za indukciju kalusa i regeneraciju izdanaka 
 
Za regeneraciju izdanaka iz odsečaka listova, prilikom ko-transformacije i re-
transformacije, korišćene su hranljive podloge sa različitim kombinacijama regulatora 
rastenja koje su pokazale visoku efikasnost u indukciji kalusa i regeneraciji pupoljaka 








Tabela 3.1. Komponente osnovne MS (Murashige & Skoog, 1962) hranljive podloge. 
Makro elementi mg/l Kompleks gvožđa                        mg/l
NH4NO3   1650.0 NaEDTA x 2H2O   37.2
KNO3  1900.0 FeSO4 x 7H2O 27.8
CaCl2 x 4H2O   440.0 Vitamini  mg/l
MgSO4 x 7H2O  370.0 B1   0.1
KH2PO4  170.0 B6 0.5
Mikro elementi mg/l Nikotinska kiselina   0.5
MnSO4 x 4H2O   22.300 Glicin 2.0
ZnSO4 x 7H2O   8.600 Organske komponente gr/l
H3BO3   6.200 Inozitol  0.1
KJ   0.830 Saharoza  30.0
NaMoO4 x 2H2O 0.250 Agar 6.0
CuSO4 x 5H2O  0.250   
CoCl2 x 6H2O   0.025  pH 5.8
 
 
Podloga za indukciju kalusa (eng. Callus Induction Medium, CIM), prema Webb-u i 
saradnicima (1983): MS sa 3% saharoze, 2 mg/l BAP and 0,2 mg/l NAA. Selektivni 
CIM (sCIM), korišćen u eksperimentima transformacije sa Agrobacterium tumefaciens, 
sadržao je sledeće antibiotike: kanamicin (Sigma) 75 mg/l - za selekciju transformisanog 
biljnog tkiva i cefotaksim (Tolycar®, Jugoremedija) 500 mg/l  - za uklanjanje kultura 
bakterija nakon inokulacije biljnog tkiva. 
Podloga za indukciju izdanaka (eng. Shoot Induction Medium, SIM), prema Visser-u i 
saradnicima (1989b): MS sa 1,5% saharoze, 2 mg/l BAP and 5 mg/l GA3. Selektivni 
SIM (sSIM) sadržao je 75 mg/l kanamicina i 300 mg/l cefotaksima  
Podloga za indukciju korenova (eng. Root Induction Medium, RIM): MS sa 3% 
saharoze, bez regulatora rastenja. Selektivni RIM (sRIM) sadržao je 100 mg/l 
kanamicina i 300 mg/l cefotaksima. 
 
Sve selektivne podloge (sCIM, sSIM i sRIM) korišćene prilikom transformacije pomoću 








3.3. Indukcija kalusa i regeneracija izdanaka 
 
Kao polazni materijal za indukciju kalusa  korišćeni su listovi biljaka starih 4 nedelje 
koje su gajene in vitro. Odsečci listova, veličine ~0,5 cm2, postavljani su tako da je 
gornja lisna ploča bila u kontaktu sa hranljivom podlogom. Eksplantati su gajeni u petri 
kutijama sa po 25 ml hranljive podloge.  
 
Proceduru regeneracije iz odsečaka listova činila su tri koraka: 
• indukcija kalusa na CIM podlozi u periodu od 2 nedelje 
• regeneracija izdanaka iz kausa na SIM podlozi 
• ožiljavanje izdanaka na RIM podlozi 
 
Za dalje umnožavanje i rast kultura izdanaka korišćeni su odsečci nodusa sa po jednim 
bočnim pupoljkom koji su gajeni na 40 ml MS podloge bez regulatora rastenja u 
bočicama zapremine 100 ml, zatvorenim šivenim zapušačima od vate i gaze. Kulture su 
prenošene na svežu podlogu svakih 5-6 nedelja. 
 
 
3.4. Metode sterilizacije 
 
Hranljive podloge, instrumenti za rad i laboratorijsko posuđe sterilisani su prema 
standardnim procedurama kulture biljnih ćelija, tkiva i organa in vitro. Svi eksperimenti 




3.5. Uslovi gajenja 
 
Kulture in vitro su rasle u klimatizovanoj sobi u standardnim uslovima: 
• temperatura 25±2°C  
• bela flourescentna svetlost jačine 47 µmol m-2sec-1  





Ožiljene in vitro biljke, stare 3 nedelje, prenošene su u podlogu od humusa, treseta i 
peska (1:1:1) na kojoj su gajene u stakleniku na temperaturi od 25-28°C.  
 
 
3.6. Transformacija pomoću Agrobacterium tumefaciens 
 
3.6.1. Konstrukti korišćeni za transformaciju 
 
Za transformaciju krompira korišćena su dva različita soja A. tumefaciens, AgGV-
GFP4.2A-7 i AgGV-GFP3.8(19), konstituisana u laboratoriji Dr Ann Smigocki (USDA-
ARS-Plant Molecular Pathology Laboratory, Beltsville, USA). U pitanju je 
Agrobacterium soj EHA101 koji nosi plazmide pGV-GFP-OCI-3.8(19) sa 35S-GFP, 
pin2p-OCI  i nos-npt II genima i  pGV-GFP-OCII-4.2A-7 sa 35S-GFP, pin2p-OCII i 
nos-npt II genima (Slika 3.1). 
 
Slika 3.1. Šematski prikaz T-DNK plazmida pGV-GFP-OC. LB (left border) – leva granična 
sekvenca; RB (right border) – desna granična sekvenca; Pnos-nptII – npt II gen pod kontrolom 
nopalin sintetaznog promotora (Pnos), kodira neomicin fosfotransferazu; pin2pro-OCI – cDNK 
OC I gena poreklom iz pirinča pod kontrolom pin2p promotora (proteinazni inhibitor II iz 
krompira) kodira orizacistatin I, inhibitor cisteinskih proteinaza specifično aktivan prema 
papainu; pin2pro-OCII - cDNK OC II gena poreklom iz pirinča pod kontrolom pin2p 
promotora kodira orizacistatin II, inhibitor cisteinskih proteinaza specifičan za katepsin H; 35S-
GFP – GFP reporter gen pod kontrolom 35S promotora, kodira zeleno-fluorescirajući protein 







3.6.2. Podloge za rast bakterija 
 
Sojevi Agrobacterium tumefaciens korišćeni u eksperimentima gajeni su na standardnoj 
YEB podlozi za gajenje bakterija (Van Larebeke i sar. 1977),   čiji sastav je prikazan u 
Tabeli 3.2.  
 




Ekstrakt kvasca       1,0
Pepton    5,0
Saharoza 5,0
Agar   15,0
MgSO4x7H2O 0,5
 pH 7,2
Bakterije su rasle u petri kutijama sa po 25 ml YEB medijuma i 50 μg/ml kanamicina, u 
termostatu na temperaturi od 28°C do pojave prvih kolonija (24-48h). Petri kutije sa 
izraslim bakterijama čuvane su na 4°C. Bakterije su svakih mesec dana presejavane na 
svežu podlogu. Tokom dužeg vremenskog perioda bakterijske kulture su čuvane u 
glicerolu na -70°C. Glicerolske kulture predstavljaju 1:1 (v:v) smešu sterilnog glicerola i 
prekonoćne bakterijske suspenzije. 
 
Za inokulaciju biljnog materijala korišćene su bakterijske suspenzije, pravljene 
prenošenjem jedne bakterijske kolonije sa petri kutije u 5 ml tečnog YEB medijuma i 
inkubiranjem 24h na 28°C. Na ovaj način je dobijana bakterijska suspenzija standardne 
gustine 5x108 bakterija/ml. 
 
 
3.6.3. Ko-transformacija biljnog tkiva 
 
Ko-transformacija je rađena prema proceduri za transformaciju domaćih sorti krompira 







Inokulacija je vršena potapanjem odsečaka listova u 5 ml 1:1 (v:v) smeše bakterijskih 
suspenzija AGV-OCI i AGV-OCII  optičkih gustina ~0,6 (A600). Nakon 5-10 minuta 
inkubacije eksplantati su prosušeni na filter papiru i prebačeni na CIM podlogu. Posle 
kokultivacionog perioda od 5 dana, eksplantati inokulisani sa A. tumefaciens su isprani u 
vodenom rastvoru cefotaksima (1 gr/l), prosušeni na filter papiru i prenešeni na 
selektivnu CIM podlogu. Kalus indukovan na selektivnoj CIM podlozi je, nakon 2 
nedelje, isecan sa eksplantata i prebačen na selektivnu SIM podlogu. Nakon 4 nedelje, 
regenerisani izdanci (po jedan nasumično izabran sa svake kalusne mase) su prebačeni 
na selektivnu RIM podlogu. Pojedinačni ožiljeni izdanci su označeni kao zasebne, 
potencijalno transformisane linije i, putem kulture jednonodalnih odsečaka, umnoženi su 
na MS podlozi bez regulatora rastenja, sa dodatkom 300 mg/l cefotaksima. Nakon 3 
subkulture antibiotik je izostavljen iz podloge.  
 
Kontrolni odsečci listova su podvrgnuti istoj proceduri ali bez inokulacije i gajeni su na 
odgovarajućim podlogama koje nisu sadržale antibiotike. 
 
 
3.6.4. Re-transformacija biljnog tkiva  
 
Kao polazna linija za re-transformaciju krompira sorte Jelica izabrana je transgena OCI 
linija 21 (OCI-21), koja je pokazivala normalan fenotip i visoki nivo ekspresije OCI 
gena. OCI-21 dobijena je transformacijom sa pGV-GFP-OCI-3.8(19) prema protokolu 
koji su opisali Cingel i saradnici (2010).  
 
Re-transformacija je vršena potapanjem odsečaka OCI-21 transformisanih listova u 
bakterijsku suspenziju soja A. tumefaciens AGV-OCII. Svi naredni koraci bili su isti kao 
i za postupak ko-transformacije. Kao kontrola, odsečci listova originalne sorte Jelica i 
OCI-21 linije su podvrgnuti istoj proceduri ali bez inokulacije i gajeni su na 








3.6.5. Parametri regeneracije transformisanih izdanaka 
 
U eksperimentima ko-transformacije i re-transformacije na kontrolnim i inokulisanim 
odsečcima listova praćeni su sledeći parametri: 
• broj odsečaka listova sa kalusom 
• broj kalusa sa pupoljcima 
• broj regenerisanih izdanaka 
• broj ožiljenih izdanaka 
 
 
3.7. Verifikacija uspešnosti transformacije 
 
Integracija heterologih gena u genom krompira verifikovana je PCR  analizom 
genomske DNK. DNK je izolovana iz listova netransformisanih biljaka krompira i 
kanamicin-rezistentnih transformanata starih 4 nedelje gajenih in vitro.  
 
 
3.7.1. Izolacija genomske DNK 
 
Genomska DNK korišćena za PCR analizu izolovana je po metodi Zhou i saradnika 
(1994). U pitanju je standardna ekstrakciona procedura sa CTAB-om koja uključuje 
upotrebu NaCl za uklanjanje polisaharida i PVP-a za uklanjanje fenola tokom 
prečišćavanja DNK. 
 
Sastav  pufera i rastvora:  
• Ekstrakcioni pufer: 2,0% (w/v) CTAB, 20mM (v/v)  NaEDTA, 100mM (v/v) TRIS-HCl (pH 
8,0), 1,4M (v/v) NaCl, 1,0% (w/v) PVP i 0,5% (v/v) β-merkaptoetanola dodatog neposredno pre 
upotrebe pufera 
• Hloroform:izoamilalkohol 24:1 (v/v) 
• 4M NaCl 
• TE pufer: 10mM (v/v)  TRIS-HCl (pH 8,0) i 1mM (v/v) EDTA (pH 8,0) 






Ekstrakcija DNK: 100-150 mg biljnog materijala je pomoću tečnog azota, mehanički 
usitnjeno u avanima. Prah je prebačen u sterilne ependorf tubice zapremine 1,5 ml i 
dodato je 600 μl ekstrakcionog pufera. Sadržaj je izmešan invertovanjem i inkubiran 20 
min na 56ºC. Nakon hlađenja na sobnoj temperaturi u svaku ependorf tubicu dodato je 
po 600 μl hloroform:izoamilalkohola, izmešano invertovanjem i centrifugirano 10 min 
na 20000 g na sobnoj temperaturi. Supernatant je prebačen u nove ependorf tubice a 
hloroformska ekstrakcija je još jednom ponovljena. 500 μl vodene faze je invertovanjem 
pomešano sa 250 μl 4M NaCl i, nakon dodvanja 750 μl hladnog izopropanola, smeša je 
inkubirana 30 min na 4ºC. Sadržaj je, potom, centrifugiran 5 min na 8000 g na sobnoj 
temperaturi. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 1ml hladnog 70% 
etanola. Nakon centrifugiranja pod istim uslovima, etanol je odliven, a talog osušen u 
laminar komori. Resuspendovan je dodavanjem 200 μl TE pufera  i inkubiran preko noći 
na 4ºC. Rastvor je, potom, tretiran RNazom (1 μl RNaze na 100 μl rastvora DNK) i 
inkubiran 30 min na 37ºC. Nakon toga, hloroformska ekstrakcija je još jednom 
ponovljena, smeša je centrifugirana 10 min na 13000 g na sobnoj temperaturi i 100 μl 
gornje faze je prebačeno u nove ependorf tubice. Uzorci DNK su čuvani na 4ºC. 
 
Kvalitet izolovane DNK analiziran je elektoforezom u agaroznom gelu. Koncentracija 
izolovane DNK određena je spektrofotometrijski (Agilent 8453), prema apsorbanci na 




 3.7.2. PCR amplifikacija 
 
Za PCR analizu korišćen je AmpliTaq Gold® PCR Kit (Applied Biosystems). 










Tabela 3.3. Komponente (µl) pojedinačne PCR reakcje. 
H2O 15,50
10xPCR pufer   2,50
dNTP (10mM)   1,50
prajmer 1 (5µM)   1,25
prajmer 2 (5µM)   1,25
Taq DNK polimeraza (5 U/µl)   0,50
DNK (100 ng/µl)   2,50
 
Prajmeri za amplifikaciju fragmenta od približno 1000 bp iz kodirajućeg  regiona pin2-
OCI gena: 
F  pin2: 5’- GGC TCC TCC GTC CAA TTA TA  -3’ 
R OCI: 5’- ATC GAC AGG CTT GAA CTC CT -3’ 
Prajmeri za amplifikaciju fragmenta od 800 bp iz kodirajućeg  regiona pin2-OCII gena: 
F  pin2: 5’- GGC TCC TCC GTC CAA TTA TA -3’ 
R OCII: 5’- GGT GGC GTC GTC GAG GGG -3’ 
 
Uslovi PCR reakcije: 1 ciklus denaturacije od 5 min na 95ºC, 35 ciklusa: denaturacija 1 
min na  95ºC,  vezivanje prajmera 1 min na 55°C (OCI) ili na 53°C (OCII) i ekstenzija 2 
min na 72ºC, 1 ciklus finalne ekstenzije od 10 min na 72ºC. PCR reakcija se odvijala u 
termocikleru (Techne, Genius). 
 
Prajmeri korišćeni za amplifikaciju fragmenta od približno 390 bp koji pokriva sekvencu 
virG gena:  
F virG: 5’ - GCC GAC AGC ACC CAG TTC AC - 3’  
R virG: 5’ - CCT GCC GTA AGT TTC ACC TCA CC - 3’. 
 
Uslovi PCR reakcije: 1 ciklus denaturacije od 5 min na 95ºC, 35 ciklusa: denaturacija 1 
min na  95ºC,  vezivanje prajmera 1 min na 60°C i ekstenzija 2 min na 72ºC, 1 ciklus 










3.8. Verifikacija genske ekspresije  
 
Ekspresija orizacistatinskih gena verifikovana je RT-PCR analizom kod 
netransformisanih biljaka krompira i PCR pozitivnih transformanata. Listovi biljaka 
gajenih in vitro, stari 4 nedelje, povređeni su zasecanjem makazama 3-4 puta sa svake 




3.8.1. Izolacija RNK 
 
Ukupna RNK korišćena za RT-PCR analizu izolovana je po metodi koju su opisali 
Gašić i saradnici (2004) uz manje modifikacije. Metod uključuje ekstrakcionu proceduru 
pomoću CTAB-a, kao i upotrebu PVP-a za uklanjanje fenola i LiCl za taloženje RNK 
tokom njenog prečišćavanja. 
 
Sastav  pufera i rastvora:  
• Ekstrakcioni pufer: 2,0% (w/v) CTAB, 25mM (v/v) EDTA, 100mM (v/v) TRIS-HCl (pH 8,0), 
2,0M (v/v) NaCl, 2,0% (w/v) PVP, 0,5 g/l spermidina i 0,5% (v/v) β-merkaptoetanola dodatog 
neposredno pre upotrebe pufera 
• Hloroform:izoamil alkohol 24:1 (v/v) 
• 7,5M LiCl 
• 3,0M Na-acetat (pH 5,5) 
• 70% (v/v) etanol  
Svi rastvori su pripremani sa vodom koja je tretirana 0,1% (v/v) DEPC-om  
 
Ekstrakcija RNK: 100-150 mg biljnog materijala je pomoću tečnog azota, mehanički 
usitnjeno u avanima, homogenizovano u  650 μl ekstrakcionog pufera i prebačeno u 
sterilne, slobodne od RNK ependorf tubice zapremine 1,5 ml. Homogenat je mešan na 
vorteksu 30s i, potom, inkubiran 15 min na 60ºC. Nakon hlađenja na sobnoj temperaturi 
u svaku ependorf tubicu dodato je po 650 μl hloroform:izoamil alkohola, smeša je 
vorteksovana 30s i centrifugirana 10 min na 10000 g na 4°C. Supernatant je prebačen u 





vodene faze je invertovanjem pomešano sa 1/3 zapremine hladnog 7,5M LiCl i smeša je 
inkubirana preko noći na 4ºC. Rastvor je, potom, centrifugiran 30 min na 12000 g na 
4ºC. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 1 ml 70% etanola, pa zatim 
osušen u laminar komori 5 min. Talog je resuspendovan u 100 μl DEPC vode i, nakon 
dodavanja 1/10 zapremine Na-acetata i 1/4 zapremine 70% etanola, inkubiran je 90 min 
na -70ºC. Sadržaj je, potom, centrifugiran 30 min na 12000 g na 4ºC. Supernatant je 
odliven, a talog ispran etanolom i nakon 10 min sušenja u laminaru, resuspendovan je 
dodavanjem 50 μl DEPC vode. Uzorci RNK su čuvani na -70ºC. 
 
Integritet ukupne RNK verifikovan je elektroforezom. Koncentracija izolovane RNK 
određena je spektrofotometrijski, prema apsorbanci na talasnoj dužini od 260 nm (A260), 
prema formuli: [ukupna RNK] (µg/ml) = 40 x A260 x razblaženje 
.  
 
3.8.2. RT-PCR analiza 
 
Tretman DNazom je vršen u reakcionoj smeši zapremine 10 μl sa komponentama 
prikazanim u Tabeli 3.4. 
 
Tabela 3.4. Komponente (µl) pojedinačne reakcije tretmana DNazom.   
H2O 5,75
10 x pufer za DNazu (Fermentas) 1,00 
DNaza (Fermentas, 5 U/µl) 1,00
RNaze inhibitor (Fermentas, 40U/ μl) 0,25
RNK (0,5µg /µl) 2,00
 
Reakciona smeša je inkubirana 30 min na 37ºC. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 
μl EDTA (Fermentas) i inkubiranjem 10 min na 65ºC. 
 
Reverzna transkripcija (RT) vršena je pomoću GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kit-
a (Applied Biosystems). Svaka pojedinačna RT reakcija, zapremine od 20 µl, sadržala 








Tabela 3.5. Komponente (µl) pojedinačne reakcije reverzne transkripcije.  
H2O 4,7
5 x pufer 4,0
MgCl2 (25 mM) 2,0
dNTP (10 mM) 2,0
DTT (100 mM) 2,0
oligo-DT 0,5
RNAase inhibitor (20 U/µl) 0,5
MultiScribe® transkriptaza 0,3
RNK (0.1 µg/µl) 4,0
 
Reakciona smeša je inkubirana 10 min na 25ºC, a reakcija je prekinuta inkubacijom 12 
min na 42ºC. 
 
PCR reakcijom  je umnožena cDNK dobijena reverznom transkripcijom. Svaka 
pojedinačna PCR reakcija, zapremine od 25 µl, sadržala je komponente prikazane u 
Tabeli 3.6. 
 




5x pufer  3,00
MgCl2 (25 mM)  0,75
dNTP (10 mM)  1,00
prajmer 1 (5µM)  1,25
prajmer 2 (5µM)  1,25
Taq DNK polimeraza (5 U/µl)  0,25
cDNK 10,00
Prajmeri korišćeni za amplifikaciju fragmenata od 282 bp iz kodirajućeg regiona OCI 
gena: 
F OCI: - GAC GGA GGG CCG GTG CTT -3’ 
R OCI:  5’- ATC GAC AGG CTT GAA CTC CT -3’ 
Prajmeri korišćeni za amplifikaciju fragmenata od 312 bp iz kodirajućeg regiona OCII 
gena: 
F OCII: 5’- GAG GAG GCG CAG AGC CAC -3’ 





Uslovi PCR reakcije: 1 ciklus denaturacije od 5 min na 95ºC, 40 ciklusa: denaturacija 1 
min na  95ºC,  vezivanje prajmera 1 min na 55°C (OCI) ili na 53°C (OCII) i ekstenzija 2 
min na 72ºC, 1 ciklus finalne ekstenzije od 10 min na 72ºC. 
 
Elektroforeza DNK, RNK i PCR produkata vršena je prema standardnoj proceduri 
(Sambrook i sar. 1989) u 1,5% agaroznom gelu, u 1xTBE puferu sa 0,5 µg/ml etidijum-
bromida, pri konstantnom naponu od 74 V (aparat za horizontalnu elektroforezu 
BlueMarine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK). Gelovi su fotografisani na 
transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer, Exton, PA). PCR i RT-PCR analize su 
ponovljene po tri puta. 
 
 
3.9. Analiza rekombinantnih proteina 
 
Akumulacija rekombinantnih orizacistatina analizirana je imunoblot metodom, a 
biološka aktivnost akumuliranih rekombinantnih proteina verifikovana je analizom 
inhibicije cisteinske proteinaze papaina. Listovi 2 meseca starih netransformisanih i 
transformisanih aklimatizovanih biljaka su povređeni zasecanjem makazama 3-4 puta sa 
svake strane lista, izbegavajući glavne lisne nerve. Proteini su izolovani 24h nakon 
mehaničkog povređivanja listova. 
 
 
3.9.1. Izolacija proteina 
 
Solubilni proteini su izolovani korišćenjem vodenog rastvora pufera niske jonske jačine 
bez redukujućih agenasa i uz dodatak PVP-a za uklanjanje fenola, prema Michaud i 
Vrain-u (1998). Pošto su cistatini iz pirinča termostabilni, u ekstrakciju je uključen i 
dodatni korak prečišćavanja zagrevanjem. 
 
Sastav ekstrakcionog pufuera:  






Ekstrakcija proteina: 24h nakon povređivanja, listovi su, pomoću tečnog azota, 
mehanički usitnjeni u avanima i homogenizovani u ekstrakcionom pufera u odnosu 1:1 
(w:v). Homogenat je prečišćen centrifugiranjem 15min na 14000 g i temperaturi od 4˚C. 
Solubilna frakcija je, potom, dodatno prečišćena zagrevanjem 10 min na 80˚C i 
hlađenjem na 4˚C a precipitirani, termolabilni materijal je uklonjem centrifugiranjem 10 
min na 12000 g i temperaturi od 4˚C. Supernatant je, liofilizovanjem proteina i njihovim 
ponovnim rastvaranjem, ukoncentrovan 10 puta. Sadrzaj proteina u rezultujućoj 
solubilnoj frakciji određen je standardnom procedurom po Bradford-u (1976). Ovako 
dobijeni, delimično prečišćeni, proteinski ekstrakt je kao izvor rekombinantnih OCI i 
OCII  čuvan na -70˚C. 
 
 
3.9.2. SDS-PAGE i imunoblot 
 
Razdvajanje proteina je izvršeno denaturišućom SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel) 
elektroforezom u 15% poliakrilamidnom razdvajajućem gelu (Laemmli 1970). Nakon 
transfera proteina sa gela na nitroceluloznu membranu blotovi su procesuirani prema 
Momčilović i Ristić-u (2007). Za detekciju antigenih proteina korišćen je metod 
pojačane hemiluminiscencije (eng. Enhanced Chemiluminiscence, ECL).   
 
Sastav  pufera za SDS-PAGE:  
• 2x pufer za uzorke (eng. Sample Buffer, SB): 62mM (v/v) Tris-HCl (pH 6,5), 2,5% (w/v) 
bromfenol plavo, 2,0% (w/v) SDS, 10,0% (v/v) glicerol i 0,5% (v/v) β-merkaptoetanol dodat 
neposredno pre upotrebe pufera. 
• Pufer za elektroforezu (eng. Running Buffer ): 25mM (w/v)  Tris, 192mM (w/v) glicin, 0,1% 
(w/v)  SDS. 
Sastav  pufera za transfer na membranu: 
• Transfer Buffer: 25mM (w/v) Tris i 192mM (w/v) glicin. 
Sastav  pufera i rastvora za imunoblot: 
• TBS (eng. Tris Buffered Saline): 20mM (w/v) Tris (pH 7,5) i 0,1M (w/v) NaCl.  
• T-TBS (eng. Tris Tween Buffered Saline):  TBS sa 0,1 % (v/v) Tween 20. 






• Detekcioni ECL reagens: 43,4µl 90mM p-kumarne kiseline, 100 µl 250mM 3-amino 
ftalidrazida (luminol) i 14,2 µl 12% H202 u 10 ml 100mM TRIS-HCl (pH 8,5).  
 
Primarno antitelo: poliklonsko anti-OCI antitelo, (poklon Dr Lise Jouanin, INRA, Versai, 
France; Leple i sar. 1995), koje reaguje sa oba cistatina iz pirinča, usled međusobne  homologije 
(55–78%)  aminokiselinskih sekvenci (Kondo i sar. 1990). 
Sekundarno antitelo: kozje anti-zečje IgG antitelo konjugovano sa peroksidazom iz rena (IgG-
HRP, product No. A0545, Sigma Aldrich). 
 
SDS-PAGE elektroforeza: Uzorci su pripremani mešanjem ekstrakta proteina sa 2xSB u 
odnosu 1:1 (v:v) i inkubirani su 4 min na 95˚C. Nakon hlađenja do 4˚C, uzorci su 
centrifugirani 4 min na 10000 g i nanošeni su na gel u količini koja je ekvivalentna 
zapremini u kojoj se nalazi 50µg proteina. Proteini su razdvojeni elektroforezom 
pomoću Mini-Protein II sistema (Bio-Rad) u Running Buffer-u, u trajanju od 90 min pri 
konstantnom naponu od 150V. Za određivanje molekulske mase proteina korišen je 
obojeni proteinski marker opsega 10-260 kDa (Spectra Multicolor Broad Range Protein 
Ladder, 10-260 kDa, Fermentas). 
Transfer proteina sa gela na PVDF membrane (Bio-Rad) vršen je u Transfer Buffer-u, 
korišćenjem Bio-Rad transfer sistema, na 80V u trajanju od 90 min.  
Imunološka detekcija: Membrane su, nakon transfera proteina, “blokirane“ 
inkubiranjem u 10% rastvoru NFDM na 4˚C preko noći. Nakon ispiranja u T-TBS-u 
(2x10min) membrane su inkubirane sa primarnim antitelom razblazenja 1:1000 (v:v) u 
5% NFDM rastvoru, 2h na sobnoj temperaturi. Potom su ispirane u T-TBS-u (2x1min, 
3x10min) i inkubirane sa sekundarnim antitelom razblazenja 1:20000 (v:v) u 5% NFDM 
rastvoru, 2h na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog ispiranja u T-TBS membrane su 
inkubirane 5 min u  ECL detekcionom reagensu i izložene filmu (Kodak X-Omat LS 
film, Sigma Aldrich) u trajanju ekspozicije od 2 do 10 min. 










3.9.3. Kvantitativna analiza aktivnosti rekombinantnih proteina 
 
Aktivnost rekombinantnih inhibitora cisteinskih proteinaza analizirana je, uz manje 
modifikacije, prema metodi koju su opisali Michaud  i Vrain (1998). Cisteinska 
proteinaza papain, koju inhibiraju kako OCI tako i OCII, korišćena je kao test enzim. 
Kao supstrat korišćen je azokazein, hromogeni derivat kazeina. Detekcija proteazne 
aktivnosti zasniva se na detekciji obojenih peptida male molekulske mase, koji nastaju 
proteolizom supstrata i ostaju u rekcionoj smeši nakon precipitacije supstrata u kiseloj 
sredini. Aktivnost papaina je analizirana nakon njegove preinkubacije sa različitim 
količinama solubilnih proteina izolovanih iz netransformisanih i transgenih biljaka 24 h 
nakon mehaničkog povređivanja listova. 
 
Sastav  pufera i rastvora:  
• Ekstrakcioni pufer: 100mM kalijum-fosfatni pufer (pH 6,5) sa 1mM (v/v) EDTA i 1mM (v/v)  
PMSF.  
• Proteolitički pufer za papain: 100mM kalijum-fosfatni pufer (pH 6,5) sa 1mM (v/v) EDTA, 
5mM (v/v)  L-cistein (Sigma), 0,1% (v/v) Triton-X 100. 
• Rastvor papaina: 20 μg papaina (~0.2 jedinice)/mL proteolitičkog pufera.  
Čuvan na -20°C do upotrebe. Papain (E.C.3.4.22.2, from papaya latex, Sigma)  
• Rastvor azokazeina: 2% (w/v) azokazein (Sigma) rastvoren u proteolitičkom puferu. Rastvor je 
pripreman neposredno pre upotrebe. 
• Rastvor trihlorsirćetne kiseline (TCA): 100% (w/v) TCA (Sigma) u vodi. Čuvan na 4°C do 
upotrebe. 
 
In vitro inhibicija papaina rekombinantnim proteinima:  U ependorf epruvete 
zapremine 1,5 ml koje su sadržale 100 μl u puferu rastvorenog papaina (~ 2 μg papaina) 
ili 100 μl proteolitičkog pufera (kontrolni uzorci) dodate su različite količine solubilnih 
proteina izolovanih iz netransformisanih i transgenih listova (0-30 μg) i konačna 
zapremina je podešena na 400 μl dodavanjem ekstrakcionog pufera. Smeša je inkubirana 
10 min na 37°C kako bi se omogućila inhibicija papaina sa rekombinatnim OCI i OCII 
prisutnim u proteinskom ekstraktu. U svaku epruvetu je, potom, dodato 400 μl 2% 
rastvora azokazeina i smeša je inkubirana u vodenom kupatilu, 180 min na 37°C. 





min na ledu kako bi se omogućila potpuna precipitacija preostalog azokazeina. Nakon 
centrifugiranja 5 min na 12000 g i 4°C, 750 μl supernatanta je prebačeno u epruvete sa 
750 μl 1N NaOH, kako bi se povećanjem pH omogućilo razvijanje boje. Apsorbanca 
smeše na talasnoj dužini od 440 nm (A440) je određena tako što je od svake količine 
testiranog proteinskog ekstrakta oduzeta odgovarajuća vrednost izmerena u kontrolnim 
uzorcima (uzorci bez papaina). Dobijene vrednosti su izražene na relativnom nivou, u 
odnosu na A440 izmerenu za aktivnost papaina u odsustvu proteinskog ekstrakta listova 
krompira (100% aktivnosti).  
Analiza je ponovljena tri puta, a svaki uzorak je rađen u duplikatu. 
 
 
3.10. Morfološke karakteristike transformisanih linija krompira 
 
Radi utvrđivanja eventualnih fenotipskih razlika između netransformisanih i 
transformisanih  biljaka praćene su sledeće morfološke karakteristike: 
• dužina izdanka 
• broj nodusa 
• broj bočnih pupoljaka 
• broj korenova 
Morfološki parametri su praćeni za tri transformisane linije i netransformisanu kontrolu 
svake od tri ispitivane sorte krompira, pri veličini uzorka od 30 biljaka starosti 4 nedelje 
i gajenih in vitro.  
 
 
3.11. Biotest sa larvama krompirove zlatice 
 
Listovi sa jajima krompirove zlatice sakupljeni su u regionu Sremske Mitrovice 
polovinom jula meseca 2010. godine, sa hemijski netretiranih biljaka krompira sorte 
Dezire. Listovi su, do izleganja larvi, držani na vlažnom filter papiru, u petri kutijama, 







3.11.1. Dizajn biotesta 
 
Neposredno nakon izleganja, nasumično izabrane larve su prebačene na listove 
kontrolnih i transformisanih biljaka krompira. Listovi  su odsecani sa 3 meseca starih 
biljaka gajenih u uslovima staklenika i postavljani u petri kutije na vlažni filter papir. Da 
bi se sprečilo isušivanje listova, petiole su obmotavane vatom i držane u ependorf 
epruvetama sa vodom. Na listove netransformisane kontrole i dva transformisana klona 
svake sorte krompira prebačeno je po 30 larvi koje potiču iz nekoliko različitih skupina 
jaja, pri čemu su larve poreklom iz iste skupine jaja ravnomerno raspoređene na 
kontrolne i transformisane listove. Po 5 larvi prvog stupnja (L1) je zajedno gajeno u 
petri kutijama dimenzija 1,2 cm x 8,5 cm u kontrolisanim uslovima (temperatura T= 
28±1°C; fotoperiod 16L:8D; intenzitet svetlosti I=30160 cd; relativna vlažnost 
RH=60±5%). Neposredno po ulasku u drugi stupanj (L2) larve su razdvojene i 
pojedinačno gajene u petri kutijama. Po 15 nasumično izabranih  larvi za svaki tretman 
gajeno je pod istim uslovima kao i L1. Svaka 24h larve su hranjene svežim listovima, u 
uslovima ad libitum ishrane. 
 
 
3.11.2. Paramertri rasta i razvića insekata 
 
Tokom L1 praćeno je preživljavanje larvi i određeno je trajanje prvog stupnja razvića. 
Počev od L2, za svaku larvu krompirove zlatice, svakodnevno su praćeni sledeći 
parametri: 
  • procenat preživljavanja 
• trajanje svakog stupnja razvića 
• masa larvi 
• stepen oštećenja listova 
Nakon ulaska larvi u prepupalnu fazu praćeno je trajanje narednih faza razvića 






Trajanje razvića za larvene stupnjeve određivano je posmatranjem presvlačenja larve iz 
jednog stadijuma u naredni (±1d). Larveni stupnjevi razlikovani su prema veličini 
glavene kapsule.  
 
Stepen oštećenja listova određivan je merenjem mase listova pre i posle 24h ishrane 
larvi. Da bi se izbegla greška u merenju usled delimičnog isušivanja, listovi su, pre i 
posle ishrane larvi, potapani u destilovanu vodu 1h i mereni nakon resaturacije vodom. 
Pri ovakvom merenju, utvrđeno je da su variranja u masi listova nakon 24h manja od 
3,5%. Vrednosti dobijene dnevnim merenjem sabirane su da bi se dobila ukupna 
količina konzumiranih listova (stepen oštećenja listova) za svaku pojedinačnu larvu. 
  
 
3.11.3. Analiza podataka 
       
Brzina konzumacije hrane (eng. consumption rate, CR) i brzina rasta (eng. growth rate, 
GR) računate su prema sledećim formulama: 
 
CR  (mg/d) = količina konzumiranih listova/vreme razvića 
GR (mg/d) = postignuta masa larvi/ vreme razvića 
 
Relativna brzina konzumacije hrane (eng. relative consumption rate, RCR) i relativne 
brzina rasta (eng. relative growth rate, RGR) su računate prema sledećim formulama: 
  
RCR  (%/d) = količina konzumiranih listova/( maksimalana masa x vreme) 
RGR (%/d) = postignuta masa larvi/( maksimalna masa x vreme) 
 
Efikasnost konverzije unete hrane u biomasu larve (eng. conversion efficiency of 
ingested food, ECI) računata je prema jednačini:  
  






Postignuta masa larvi je definisana kao masa larvi na određenom stadijumu razvića, a 




3.11.4. Analiza proteolitičke aktivosti  
 
Digestivna proteolitička aktivnost larvi krompirove zlatice analizirana je na trećem 
stupnju razvića (L3), kod larvi koje su se hranile kontrolnim, netransformisanim 
listovima, OCI/OCII listovima tokom celokupnog razvića (hronični efekat) i 24h nakon 
prebacivanja L3 larvi sa kontrolnih na transformisane listove krompira (akutni efekat). 
 
Ekstrakcija digestivnih proteaza je vršena homogenizovanjem celih L3 larvi (Overney i 
sar. 1997) u 0,9% rastvoru NaCl, u odnosu 1:5 (w:v). Homogenizovanje je vršeno na 
ledu, 3x10 sekundi pri brzini 20000 obrtaja/min (Ika-Werk Ultra turrax, 20000 rpm). 
Homogenat je potom sonifikovan (3 x 15 sec) a insolubilni materijal je uklonjen 
subsekventnim centrifugiranjem (10 min na 5000 g i 20 min na 16000 g, na 4°C). 
Dobijeni supernatant, koji sadrži digestivne enzime larvi krompirove zlatice je čuvan na 
-20ºC, do određivanja aktivnosti. Koncentracija proteina je utvrđena metodom po 
Bradford-u (1976), koristeći BSA kao standard. 
 
Detekcija proteolitičke aktivnosti vršena je na pH optimumu za analiziranu proteazu: pH 
6,5 za ukupnu, azokazeinaznu aktivnost; pH 5,5 za specifičnu aktivnost cisteinskih 
proteinaza (SACP); pH 7,5 za specifičnu aktivnost leucin aminopeptidaza (SALAP). Za 
svaki uzorak analiza je rađena u duplikatu, uključujući 3-6 nezavisnih izolata digestivnih 
enzima za svaki tretman. 
 
Sastav  pufera i rastvora: 
• Pufer pH 6,5 za odtređivanje ukupne aktivnosti proteaza: 0,1M kalijum-fosfatni pufer sa 5mM 
(w/v) MgCl2 i 0,15M (w/v)  NaCl.  
• Pufer pH 5,5 za odtređivanje aktivnosti cisteinskih proteaza: 0,1M Na-citratni pufer sa 5mM 





• Pufer pH 7,5 za odtređivanje aktivnosti leucin aminopeptidaze: 0,1M TRIS-HCl pufer sa 5mM 
(w/v) MgCl2 i 0,15M (w/v)  NaCl. 
• Supstrat za ukupnu aktivnost proteaza: 2% (w/v) azokazein rastvoren u proteolitičkom puferu 
pH 6,5. 
• Supstrat za cisteinske proteinaze: 30mM (w/v) BApNa rastvoren u DMSO. 
• Supstrat za leucinaminopeptidazu: 30mM (w/v) LpNa rastvoren u DMSO. 
• Za precipitaciju nedigestovanih proteina i prekidanje enzimske reakcije ukupnih proteaza 
korišćen je 25% (w/v) rastvor TCA u vodi.  
• 10% (v/v) sirćetna kiselina je korišćena za prekidanje reakicje cisteinskih proteaza i 
leucinaminopeptidaze. 
 
Ukupna digestivna aktivnost određivana je azokazeinskim esejem, prema modifikovanoj 
metodi koju su opisali Michaud i saradnici (1994). 10 μl alikvota proteniskog ekstrakta 
je, najpre, preinkubirano sa 50mM (v/v) L-cisteinom i 10mM (v/v) EDTA, 30 min na 
sobnoj temperaturi. Nakon aktivacije, zapremina je podešena na  100 μl dodavanjem 
proteolitičkog pufera pH 6,5, i smeša je dodatno preinkubirana 10 min na sobnoj 
temperaturi. Potom je dodato 100 μl 2% rastvora azokazeina i reakciona smeša je 
inkubirana u vodenom kupatilu, 180 min na 37°C. Proteoliza je prekinuta dodavanjem 
50 μl rastvora TCA, a nedigestovani azokazein je uklonjen centrifugiranjem 10 min na 
10000 g. Supernatant je pomešan sa 1M NaOH u odnosu 1:1 i određena je absorbanca 
smeše na talasnoj dužini od 440 nm (A440). 
 
SACP određivana je prema metodi koju su opisali Ortego i saradnici (1996), 
prilagođenoj manjim količinama uzorka za korišćenje mikrotitar ploče, uz korišćenje 
sintetičkog supstrata N-benzoil-DL arginin p-nitroanilida (BApNa). Metoda se zasniva 
na oslobađanju p-nitroanilina digestijom supstrata, i njegovoj detekciji na talasnoj dužini 
od 405 nm. 10 μl alikvota proteniskog ekstrakta je preinkubirano sa 10mM (v/v) L-
cisteinom i 3mM (v/v) EDTA, 30 min na 30°C. Nakon aktivacije, zapremina smeše je, 
dodavanjem proteolitičkog pufera pH 5,5, podešena na 110 μl. Nakon 5min 
preinkubacije dodato je 10 μl supstrata (2,5mM BApNa, finalno), i reakciona smeša je 
inkubirana 60 min na 37°C. Reakcija je prekinuta dodavanjem 120 μl sirćetne kiseline i 






SALAP određivana je prema modifikovanoj metodi Ortego-a i saradnika (1996), 
zasnovanoj na oslobađanju p-nitroanilina digestijom sintetičkog supstrata L-leucin p-
nitroanilida (LpNa). Reakciona smeša u kojoj se nalazilo 1 μl proteinskog ekstrakta, 109 
μl proteolitičkog pufera pH 7,5 i 10 μl supstrata (2,5mM LpNa, finalno) je inkubirana 60 
min na 37°C. Reakcija je prekinuta dodavanjem 120 μl sirćetne kiseline i određena je 
apsorbanca smeše (A405). 
 
Reakcione smeše koje nisu sadržale proteinski ekstrakt (blank-supstrat) ili supstrat 
(blank-enzim), kao ni proteinski ekstrakt ni supstrat (blank-blank) - podvrgnute istoj 
proceduri kao testirani uzorci - služile su kao eksperimentalni blankovi. Apsorpcija je 
merena na spektrofotometru za mikrotitar ploče “Thermo-Multiskan Spectrum 2.2” 
(MSS). Specifične aktivnosti enzima su izražene u enzimskim jedinicama po mg 
proteina (U/mg).  Jedinica enzimske aktivnosti (U) je definisana kao količina enzima 
koja uzrokuje promenu apsorbance od 1,0/h u uslovima eksperimenta. 
 
 
3.12. Obrada podataka 
 
Numerički podaci su statistički obrađivani primenom računarskog programa Statgraphic 
Plus Version 2.1. i izraženi su kao srednja vrednost ± standardna greška (eng. Standard 
Error, SE). Određivanje statističke značajnosti razlika između srednjih vrednosti vršeno 
je jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA). Ukoliko su razike između srednjih 
vrednosti pokazivale statističku značajnost, analizirane su testom najmanje značajnih 











4.1. Ko-transformacija sojevima A. tumefaciens  koji nose OCI i OCII gen 
 
U cilju dobijanja transgenih linija koje eksprimiraju dva cistatina pirinča (OCI i OCII), 
odsečci listova tri sorte krompira, Dezire, Dragačevka i Jelica, su istovremeno 




4.1.1. Indukcija kalusa i regeneracija pupoljaka 
 
Na podlozi za indukciju kalusa (CIM: MS podloga + 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP), 
pojava kalusa je uočena nakon 7-10 dana na obodima eksplantata, kako na kontrolnim 
tako i na odsečcima listova inokulisanim sa A. tumefaciens. Istovremeno, formiranje 
kalusa na kontrolnim odsečima listova na selektivnoj podlozi (sCIM) je u potpunosti 
izostalo (Slika 4.1). Sorte Dezire i Dragačevka pokazale su visoku efikasnost formiranja 
kalusa dok je, u odnosu na njih, efikasnost formiranja kalusa kod sorte Jelica značajno 
manja (Tabela 4.1). Efikasnost formiranja kalusa nakon inokulacije je značajno 
smanjena kod sve tri sorte krompira.  
 
Prebacivanje kalusa na podlogu za indukciju izdanaka (SIM: MS podloga sa 2,0 mg/l 
BAP i 5,0 mg/l GA3) iniciralo je pojavu pupoljaka, koja je uočena nakon 10 dana kod 
sorti Dezire i Dragačevka i nakon 15 dana kod sorte Jelica. Nakon 4 nedelje na SIM 
podlozi preko 75,0% kalusa poreklom sa inokulisanih odsečaka listova sorti Dezire i 
Dragačevka formiralo je oko 7 izdanaka po eksplantatu, dok je, u odnosu na njih, sorta 
Jelica pokazala do 35,6% manju efikasnost regeneracije sa do 42,6% manje izdanaka po 
eksplantatu (Tabela 4.1; Slika 4.2). Nakon inokulacije, u poređenju sa kontrolnim, 
neinokulisanim odsečcima listova na neselektivnoj podlozi, kod svih sorti krompira 
zabeleženo je značajno smanjenje efikasnosti formiranja kalusa (do 15,2%), efikasnosti 
regeneracije (do 21,9%) i prosečnog broja regenerisanih izdanaka po eksplantatu (do 





Tabela 4.1. Indukcija kalusa nakon 2 nedelje na CIM podlozi i regeneracija izdanaka nakon 4 
nedelje na SIM podlozi na neinokulisanim (kontrola) i inokulisanim (OCI+OCII) odsečcima 




kalusa ± SE (%)* 
kalusi sa pupoljcima ± 
SE (%)** 
broj izdanaka po  
kalusu ± SE 
Dezire 98,0 ± 1,2 c 96,0 ± 0.7 e 8,52 ± 0,52 c
Dragačevka 99,0 ± 1,0 c 95,0 ± 0.4 e 8,97 ± 0,55 c
Jelica 85,0 ± 2,1 b 61,0 ± 0.7 b 6,97 ± 0,48 b
OCI + OCII    
Dezire 85,0 ± 1,6 b 75,0 ± 0,7 c 6,94 ± 0,61 b
Dragačevka 84,0 ± 1,9 b 78,0 ± 0.4 d 7,17 ± 0,58 b
Jelica 77,0 ± 2,5 a 58,0 ± 0.7 a 4,11 ± 0,50 a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE); n=100 za kontrolu; n=200 
za inokulisane eksplantate, kod svake sorte krompira. Različita slova ukazuju na statistički 
značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05).  
*na podlozi za indukciju kalusa, izraženo kao srednja vrednost broja eksplantata koji formiraju 
kalus po petri kutiji/ broj eksplantata 
**na podlozi za indukciju pupoljaka, izraženo kao srednja vrednost broja kalusa sa pupoljcima 




Slika 4.1. Formiranje kalusa na kontrolnim, neinokulisanim odsečcima listova (nt) i na 
odsečcima listova inokulisanim istovremeno sa sojevima A. tumefaciens koji nose OCI ili OCII 
gen (t) nakon 2 nedelje na podlozi za indukciju kalusa bez antibiotika (CIM) ili sa selektivnom 






Slika 4.2. Indukcija izdanaka iz kontrolnih, netransformisanih kalusa (nt) i iz kalusa nastalih na 
odsečcima listova inokulisanim sa sojevima A. tumefaciens koji nose OCI ili OCII gen (t) nakon 
4 nedelje na podlozi za idukciju izdanaka bez antibiotika (SIM) ili sa selektivnom 
koncentracijom kanamicina od 75 mg/l (sSIM). (A) Dezire; (B) Dragačevka; (C) Jelica. 
 
 
Iz perspektive ukupnog broja dobijenih izdanaka (Grafik 4.1) sorte Dezire i Dragačevka 
su, nakon inokulacije i na selektivnoj podlozi, zadržale prosečno 65,8% od svog 
normalnog (kontrolnog) regenerativnog potencijala, dok taj odnos za sortu Jelica iznosi 
56,1%. Takođe, u poređenju sa sortama Dezire i Dragačevka, regenerativni potencijal 
odsečaka listova sorte Jelica je značajno niži (do 49,1% za kontrolne i do 57,3% za 






Grafik 4.1. Regenerativni potencijal neinokulisanih (kontrola) i odsečaka listova inokulisanih sa 
sojevima A. tumefaciens koji nose OCI ili OCII gen (OCI+OCII), nakon 4 nedelje na podlozi za 
indukciju izdanaka. Regenerativni potencijal je predstavljen kao ukupan broj izdanaka na 10 
odsečaka listova. Varijacije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (SE); n=100. 
Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05). 
 
   
Nakon prebacivanja pojedinačnih izdanaka (po jedan nasumično izabrani izdanak sa 
svake kalusne mase; 50 izdanaka za svaku sortu krompira) na selektivnu podlogu za 
indukciju korenova (RIM: MS podloga sa cefotaksimom 300 mg/l i kanamicinom 100 
mg/l) formiranje korenova se moglo uočiti posle 7-10 dana kod izdanaka poreklom iz 
eksplantata listova inokulisanih sa A. tumefaciens. Procenat ožiljenih potencijalnih 
transformanata iznosio je 94% za Dezire, 96% za Dragačevku i 88% za Jelicu. 
Formiranje korenova kod kontrolnih, netransformisanih izdanaka na selektivnoj podlozi 
je u potpunosti izostalo, a njhov rast je bio značajno usporen (Slika 4.3). Istovremeno, 
procenat ožiljenih netransformisanih izdanaka na neselektivnoj RIM podlozi iznosio je 
100%. 
 
Pojedinačni ožiljeni izdanci su putem kulture jednonodalnih odsečaka umnoženi na MS 







Slika 4.3. Ožiljavanje netransformisanih, kontrolnih (nt) i ko-transformisanih (OCI+CII) 
izdanaka nakon 4 nedelje na selektivnoj podlozi za indukciju korenova: (A) Dezire; (B) 
Dragačevka; (C) Jelica.  
 
 
4.1.2. PCR analiza potencijalnih ko-transformanata 
 
PCR analizom genomske DNK izolovane iz potencijalnih OCI/OCII ko-transformanata 
potvrđeno je prisustvo produkata amplifikacije očekivane veličine od 800bp (OCI) i/ili 
1000bp (OCII) kod svih analiziranih linija i njihovo odsustvo kod odgovarajćih, 
netransformisanih kontrolnih uzoraka. Odsustvo amplifikacije fragmenta od približno 
390bp, koji pokriva sekvencu virG gena, potvrdilo je da analizirane OCI/OCII linije nisu 
kontaminirane agrobakterijama (Slika 4.4). 
 
Frekvenca kointegracije oba orizacistatinska gena (Grafik 4.2) kod sorti Dezire i 
Dragačevka ne pokazuje značajne razlike i između je 20 i 22% (6/30 i 6/28). Nasuprot 
tome, kointegracija OCI i OCII gena za sortu Jelica pokazuje neočekivno nisku vrednost 
od 2,2% (1/45), oko 10 puta manju od sorti Dragačevke i Dezire. Sa druge strane, 
transformisane linije kod kojih je nakon simultane inokulacije došlo do integracije samo 
jednog gena (OCI/- i -/OCII), kod svih sorti krompira, uzimaju približno jednak udeo u 












Slika 4.4. PCR analiza kontrolnih i OCI/OCII ko-transformisanih biljaka krompira uz korišćenje 
pin2:OCI,  pin2:OCII i virG seta prajmera. (A) Dezire, (B) Dragačevka i (C) Jelica. L: DNA 
standard (100 bp DNA ladder, Serva), 1-11: potencijalne OCI/OCII linije, C: netransformisana 
kontrola, At: pozitivna kontrola za OCI: pGV-GFP-OCI-3.8(19) ili OCII: pGV-GFP-OCII-






Grafik 4.2. Učestalost integracije OCI i OCII gena prilikom simultane transformacije krompira 
sa pGV-GFP-OCI-3.8(19) i pGV-GFP-OCII-4.2A7. Integraciona frekvenca je predstavljena kao 
ukupan broj PCR pozitivnih linija za samo jedan (OC/- i -/OCII) ili oba (OCI/OCII) 
orizacistatinska gena; n=30 za Dezire, n=28 za Dragačevku, n=45 za Jelicu. Varijacije (barovi) 
predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (SE). Različita slova ukazuju na statistički 
značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05). (A) Dezire, (B) Dragačevka i (C) Jelica. 
 
 
4.2. Re-transformacija OCI transformisane linije sa OCII genom 
 
Kako procenat dobijenih dvostrukih OCI/OCII transformanata za sortu Jelica nije bio 
zadovoljavajući, primenjen je alternativni pristup “slaganja” gena: re-transformacija.  
 
 
4.2.1. Transformacija pomoću A. tumefaciens koji nosi OCI gen 
 
Nakon inokulacije odsečaka listova sa A. tumefaciens koji nosi OCI gen pojava kalusa je 
uočena 10 dana nakon infekcije na CIM podlozi sa 50 mg/l kanamicina and 300 mg/l  
cefotaksima. Prebacivanje kalusnog tkiva na SIM podlogu sa istom koncentracijom 
antibiotika, iniciralo je pojavu pupoljaka koja je uočena nakon 14 dana (Tabela 4.2). 
Više od 92% nasumično izabranih regenerisanih izdanaka formiralo je korenove nakon 7 
dana na selektivnoj RIM podlozi. Prema PCR analizi, prisustvo OCI gena potvrđeno je 
kod 19 od 22 analizirane potencijalno transformisane linije (Slika 4.5A). RT-PCR 
analiza pokazala je inducibilnu ekspresiju OCI gena kod 18 od 19 PCR pozitivnih OCI 







Slika 4.5. Analiza OCI transformisanih linija krompira sorte Jelica. (A) Potvrda integracije OCI 
gena PCR analizom; L: DNA standard (100 bp DNA ladder, Serva), 1-22: potencijalne OCI 
linije, C: netransformisana kontrola, At: pozitivna kontrola za OCI: pGV-GFP-OCI-3.8(19), B: 
blank. (B) Potvrda inducibilne aktivacije i ekspresije OCI gena, pre (0) i 24h nakon mehaničkog 
povređivanja transgenih listova, RT-PCR analizom.  
 
 
4.2.2. Re-transformacija OCI linije sa A. tumefaciens koji nosi OCII gen 
 
Kao “roditeljska” linija za re-transformaciju izabrana je OCI transgena linija 21 (OCI-
21), koja je pokazivala normalan fenotip i visoki nivo ekspresije OCI gena (Slika 4.5). 
 
Na podlozi za indukciju kalusa (CIM: MS podloga + 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP) 
pojava kalusa je uočena nakon 10 dana na obodima eksplantata, kako na kontrolnim tako 
i na OCI transformisanim odsečcima listova inokulisanim sa A. tumefaciens koji nosi 
OCII gen (Tabela 4.2). Prebacivanje kalusa na podlogu za indukciju izdanaka (SIM: MS 
podloga sa 2,0 mg/l BAP i 5,0 mg/l GA3) je iniciralo pojavu pupoljaka, koja je uočena 
posle dve nedelje. U odnosu na neinokulisane netransformisane (kontrola) i 
transformisane kaluse (OCI-21), pojava izdanaka na kalusima koji potiču sa inokulisanih 
odsečaka listova je učena do 3 dana ranije. Interesantno je da su, i neinokulisani i 
inokulisani, OCI-21 transformisani odsečci listova pokazali značajno veći regenerativni 
odgovor u odnosu na netransformisanu kontrolu (Tabela 4.2, Slika 4.6). Posmatran kao 
ukupan broj izdanaka regenerartivni potencijal transformisane OCI-21 linije je, pre i 
nakon inokulacie sa A. tumefanciens, 3,79 i 3,98 puta povećan u odnosu na 







Tabela 4. 2. Indukcija kalusa nakon 2 nedelje na CIM podlozi i regeneracija izdanaka nakon 4 
nedelje na SIM podlozi na netransformisanim (kontrola) i inokulisanim (OCI) odsečcima listova 
sorte Jelica prilikom transformacije sa OCI konstruktom i re-transformacije sa OCII 
konstruktom. 
 efikasnost formiranja 
kalusa ± SE (%)* 
kalusi sa pupoljcima 
± SE (%)** 
broj izdanaka po 
kalusu ± SE 
Transformacija    
kontrola 82,0 ± 0,8 b 57,0 ± 0,8 a   5,3 ± 0,4 a
OCI  75,0 ± 0,4 a  60,0 ± 1,0 a   4,9 ± 0,6 a
Re-transformacija    
kontrola 81,0 ± 0,4 b 58,0 ± 0,9 a   5,5 ± 0,6 a
OCI-21 98,0 ± 0,6 c 96,0 ± 0,6 b 12,6 ± 0,4 b
OCI-21+OCII 96,0 ± 0,4 c 97,0 ± 0,6 b 13,1 ± 0,8 b
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE); n=100. Različita slova 
ukazuju na statistički značane razlike prema LSD testu (P≤0.05).  
*na podlozi za indukciju kalusa, izraženo kao srednja vrednost broja eksplantata koji formiraju 
kalus po petri kutiji/ broj eksplantata 
**na podlozi za indukciju pupoljaka, izraženo kao srednja vrednost broja kalusa sa pupoljcima 





Slika 4.6. Indukcija kalusa (A) i regeneracija izdanka (B) iz kontrolnih, netransformisanih (nt) i 
OCI transformisanih (OCI-21) odsečaka listova na CIM i SIM podlogama bez antibiotika i iz 
transformisanih odsečaka listova nakon inokulacije sa A. tumefaciens (OCI-21+OCII) na 







Nakon prebacivanja pojedinačnih izdanaka (po jedan nasumično izabrani izdanak sa 
svake kalusne mase; 50 izdanaka ukupno) na selektivnu podlogu za indukciju korenova 
(RIM: MS podloga sa cefotaksimom 300 mg/l i kanamicinom 100 mg/l) formiranje 
korenova se moglo uočiti posle 10 dana kod izdanaka poreklom sa eksplantata listova 
inokulisanih sa A. tumefaciens. Procenat ožiljenih putativnih transformanata iznosio je 
100%, što je i očekivano, jer je “roditeljska” OCI-21 linija Km- rezistentna (Slika.4.7). 
 
Pojedinačni ožiljeni izdanci su označeni kao zasebne, potencijalno transformisane linije 




Grafik 4.3. (levo). Regenerativni potencijal netransformisanih (nt) i osečaka listova inokulisanih 
sa A. tumefaciens koji nosi OCI gen (OCI) prilikom transformacije i OCI transformisanih (OCI-
21) i OCI-21 transformisanih odsečaka listova inokulisanih sa A. tumefaciens koji nose OCII gen 
(OCI-21+OCII) prilikom re-transformacije, nakon 4 nedelje na podlozi za indukciju izdanaka. 
Regenerativni potencijal je predstavljen kao ukupan broj izdanaka za 10 odsečaka listova. 
Varijacije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (SE); n=100. Različita slova 
ukazuju na statistički značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05). 
 
Slika 4.7. (desno) Ožiljavanje netransformisanih, kontrolnih (nt) i re-transformisanih (OCI-










4.2.3. PCR analiza potencijalnih re-transformanata 
 
PCR analizom genomske DNK izolovane iz 22, nasumično izabrana, vijabilna OCI-
21/OCII potencijalna re-transformanta, potvrđeno je prisustvo produkta amplifikacije 
očekivane veličine od 1000 bp (OCII) kod 20 linija, ukazujući na frekvencu integracije 
OCII gena od 90,9% (Slika 4.8A). Istovremeno, PCR detekcija pin2:OCI produkta 
amplifikacije od 800 bp potvrdila je genetičku stabilnost predhodno introdukovanog 
OCI gena kod svih OCI-21/OCII re-transformisanih linija (Slika 4.8B). Odsustvo 
amplifikacije fragmenta od približno 390 bp, koji pokriva sekvencu virG gena, potvrdilo 
je da analizirane OCI/OCII linije nisu kontaminirane agrobakterijama (Slika 4.8C).   
 
 
Slika 4.8. PCR analiza kontrolnih i OCI-21/OCII re-transformisanih biljaka krompira sorte 
Jelica uz korišćenje pin2:OCII (A), pin2:OCI (B) i virG (C) seta prajmera. L: DNA standard 
(100 bp DNA ladder, Serva), B: blank, 1-22: potencijane OCI-21/OCII linije, C: 




Za dalje analize izabrane su po tri OCI/OCII PCR-pozitivne linije sorti Dezire 
(OCI/OCII linije 3, 16 i 22) i Dragačevka (OCI/OCII linije 3, 4 i 10) dobijene ko-
transformacijom i tri OCII PCR-pozitivne linije sorte Jelica (OCI/OCII linije 3, 4 i 6) 
dobijene re-transformaciom “roditeljske” OCI linije 21. Navedene OCI/OCII linije 











4.3. RT-PCR analiza OCI/OCII linija krompira 
 
Inducibilna aktivacija regulatornih pin2 sekvenci i ekspresija oba orizacistatinska gena 
potvrđena je RT-PCR analizom. Amplifikacija i akumulacija transkripata genskih 
sekvenci iz kodirajućih regiona OCI gena (282 bp) i OCII gena (312 bp) pokazala je 
sličan obrazac nakon mehaničkog povređivanja listova. Oba gena su pokazala nisku 
konstitutivnu ekspresiju u odsustvu stimulusa i višestruko uvećanje transkripcione 
ekspresije 24h nakon mehaničkog povređivanja listova (Slika 4.9). 
 
Slika 4.9. RT-PCR analiza kontrolnih i OCI/OCII transformisanih biljaka krompira sorti (A) 
Dezire, (B) Dragačevka i (C) Jelica. Ekspresija orizacistatnskih gena je pokazana za 0h 
(nepovređeni listovi) i za 6 i 24h nakon mehaničkog povređivanja listova. Za svaku vremensku 
tačku 0,4µg ukupne RNK je, nakon tretmana DNazom I, podvrgnuto reakciji reverzne 
transkripcije. Kodirajuće sekvence orizacistatinskih gena su amplifikovane PCR reakciom uz 





4.4. Analiza rekombinantnih OCI i OCII proteina u transformisanim linijama 
krompira 
 
Akumulacija rekombinantnih proteina, OCI i OCII, pokazana je imunološkom 




4.4.1. Imunološka detekcija rekombinantnih OCI i OCII 
 
Akumulacija OCI i OCII proteina u listovima transgenih biljaka nakon mehaničkog 
povređivanja pokazana je Western blot metodom (Slika 4.10).  Detekcija sa specifičnim 
OCI antitelima pokazala je prisustvo dve trake, veličine između 17 kDa i 10 kDa, u 
transformisanim listovima 24h nakon mehaničkog povređivanja. Ove trake odgovarale 
su očekivanoj veličini OCI (~17 kDa) i OCII (~12 kDa) peptida (Michaud i sar. 1994a) i 
nisu bile prisutne u proteinskom ekstraktu kontrolnih, netransformisanih listova. Antitela 
specifična za OCI dodatno su, i kod netransformisanih i kod transgenih listova, 
reagovala sa peptidom od oko 55 kDa ukazujući na prisustvo endogenog peptida u 
krompiru koji verovatno deli strukturnu homologiju sa cistatinima iz pirinča. 
 
 
Slika 4.10. Akumulacija rekombinantnih OCI i OCII proteina u listovima transformisnih linija 
krompira indukovana 24h nakon mehaničkog povređivanja. M – proteinski marker opsega 10-








4.4.2. Analiza inhibitorne aktivnosti rekombinantnih OCI i OCII 
 
Proteinski ekstrakti listova OCI/OCII transformisanih linija krompira, pokazali su 
snažnu inhibiciju aktivnosti cistenske proteinaze papaina. Rastuće koncentracije 
proteina, izolovanih 24h nakon mehaničkog povređivanja listova, progresivno su 
smanjivale proteolitičku aktivnost papaina (Grafik 4.4). Inhibitorna aktivnost 
proteinskog ekstrakta transformisanih linija 16 i 22 sorte Dezire ne pokazuje statistički 
značajne razlike, dok u odnosu na njih, linija 3 pokazuje do 29% manju aktivnost 
(Grafik 4.4A). U okviru transgenih linija sorte Dragačevka (Grafik 4.4B) linija 3 je 
pokazala najmanju antipapainsku aktivnost, do 37% manju od linija 4 i 10, a razlike u 
inhibitornoj aktivnosti linija 4 i 10 nisu značajne. OCI/OCII linije 3, 4 i 6 sorte Jelica, 
dobijene re-transformacijom, međusobno ne pokazuju značajne razlike u inhibitornoj 
aktivnosti (Grafik 4.4C), a u odnosu na roditeljsku OCI-21 liniju zabeležen je porast 
antipapainske aktivnosti od prosečno 30 ± 3%. Značajna antipapainska aktivnost 
zabeležena je i kod netransformisanih biljaka, sa smanjenjem od 20-25% za reakciju sa 






Grafik 4.4. (levo): Rezidualna aktivnost cisteinske proteinaze papaina nakon inkubacije sa 
rastućim koncentracijama proteinskog ekstrakta izolovanog iz netransformisanih (kontrola) i 
OCI/OCII listova krompira, 24h nakon mehaničkog povređivanja listova. (desno): Inhibitorna 
aktivnost proteinskog ekstrakta OCI/OCII listova krompira predstavljena kao količina proteina 
dovoljna za inhibiciju 1μg papaina. Varijacije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje 
vrednosti (SE). Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05). 







4.5. Morfološke karakteristike OCI/OCII linija krompira 
 
Između netransformisanih i OCI/OCII transformisanih biljka gajenih u kulturi in vitro 
nisu postojale upadljive fenotipske razlike (Slika 4.11), dok su eventualna odstupanja od 
normalnog fenotipa na granici statističke značajnosti (Tabela 4.3). 
 
Slika 4.11. Četiri nedelje stare netransformisane (nt) i transformisane biljke krompira gajene u 
uslovima in vitro. OCI/OCII transformisane linije sorti Dezire (A) i Dragačevka (B) dobijene su 
ko-transformacijom, a OCI/OCII transformisane linije linije sorte Jelica (C) re-transformacijom 
“roditeljske” linije OCI-21. 
 
Takođe, vizueno ispitivanje po 70 aklimatizovanih biljaka svake transformisane 
linije, nakon jednog i dva meseca gajenja u uslovima staklenika, nije otkrilo prisustvo 
morfoloških nepravilnosti kao što su npr. smanjeni rast, nepravilni, izuvijani ili srasli 
listovi (Slika 4.12). Odsustvo ovih promena ukazuje na nizak nivo somaklonalnih 






Tabela 4. 3. Morfološke karakteristike netransformisanih i transformisanih linija krompira 








pupoljaka  ± 
SE 
broj ± SE 
korenova 
Dezire kontrola 72,5 ± 1,8 6,4 ± 0,2 1,0 ± 0,3 11,8 ± 1,2  
Dezire OCI/OCII-3 75,1 ± 1,7 7,2 ± 0,4 1,4 ± 0,3 11,2 ± 1,4 
Dezire OCI/OCII-16 70,1 ± 3,5 6,6 ± 0,2 0,8 ± 0,4 11,4 ± 0,6 
Dezire OCI/OCII-22 74,2 ± 1,9 7,0 ± 0,3 1,2 ± 0,4 12,6 ± 1,1 
     
Dragačevka kontrola 72,9 ± 1,5  6,5 ± 0,2 ab 1,3 ± 0,3 12,5 ± 1,1  
Dragačevka OCI/OCII-3 76,4 ± 2,7 7,4 ± 0,4 b 1,1 ± 0,2 12,8 ± 1,3 
Dragačevka OCI/OCII-4 71,9 ± 3,1 6,4 ± 0,2 ab 0,6 ± 0,4 11,2 ± 1,2 
Dragačevka OCI/OCII-10 74,5 ± 1,5 6,2 ± 0,3 a 0,9 ± 0,2 10,8 ± 1,0 
     
Jelica kontrola 73,1 ± 1,7ab 6,6 ± 0,2 0,6 ± 0,4 14,1 ± 1,5 
Jelica OCI-21 74,4 ± 2,7ab 6,5 ± 0,6 0,7 ± 0,2 14,6 ± 1,8 
Jelica OCI/OCII-3 71,7 ± 2,9 a 6,2 ± 0,6 1,2 ± 0,4 13,7 ± 1,2 
Jelica OCI/OCII-4 74,2 ± 1,4ab 6,7 ± 0,4 0,9 ± 0,3 12,8 ± 1,5 
Jelica OCI/OCII-6 78,1 ± 1,3 b 7,1 ± 0,4 0,6 ± 0,4 14,8 ± 1,8 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE); n=30. Različita slova 
ukazuju na statistički značane razlike prema LSD testu (P≤0.05) u okviru iste sorte krompira. 
 
 
Slika 4.12. Netransformisane (nt) i OCI/OCII transformisane linije sorti krompira Dezire (A), 







Grafik 4.5. (levo) i Slika 4.13. (desno) Prosečan prinos kontrolnih (nt) i OCI/OCII T0 biljaka 
krompira nakon 4 meseca gajenja u uslovima staklenika. Rezultati su prikazani kao prosečan 
broj krtola po biljci krompira. Varijacije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti 
(SE). Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema LSD testu (P≤0.05), n=10. 
(A) Dezire, (B) Dragačevka i (C) Jelica. 
 
 
Nakon 4 meseca gajenja u uslovima staklenika i kontrolne i transformisane bljke 
krompira su formirale 5-7 tubera po biljci (Sika 4.13), a značajno manji prinos od ~17% 
u odnosu na netransformisanu kontrolu zabeležen je jedino kod OCI/OCII linije 10 sorte 
Dragačevka (Grafik 4.5). Iz ovih tubera, zasađenih na oglednom polju, dobijena je T1 
generacija transgenih linija krompira. Odstupanje od normalnog fenotipa zabeleženo je 
jedino za OCI/OCII liniju 4 sorte Jelica. T1 biljke ove linije pokazivale su smanjeni rast, 
posedovale manje i nepravilne listove (Slika 4.14) i, za razliku od netransformisanih i 






Slika 4.14. Listovi kontrolnih (nt) i OCI/OCII transgenih T1 linija krompira nakon dva meseca 














4.6. Biotest sa larvama krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) 
 
Neposredno nakon izleganja, po 30 larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata 
Say) postavljeno je na netransformisane (kontrolne) i OCI/OCII transformisane listove 
svake od tri ispitivane sorte krompira. Prvi larveni stupanj (L1), kako na kontrolnim tako 
i na OCI/OCII listovima, trajao je dva dana tokom kojih je procenat preživljavnja larvi 
iznosio 100%. Ni dalja ishrana - kada su, radi preciznijeg praćenja parametara rasta i 
razvića, larve razdvojene u pojedinačne petri kutije - na transformisanim listovima 
krompira nije uticala na stopu smrtnosti: od ranog L2 do kasnog L4 (prepupalnog) 
stadijuma stopa preživljavanja je ostala 100%. 
 
Iako nije uticala na preživljavanje, ishrana larvi OCI/OCII transformisanim listovima 
krompira imala je značajan uticaj na različite performanse rasta i razvića larvi 
krompirove zlatice. Larve hranjene transformisanim listovima su se presvlačile ranije 
(Grafik 4.6), rasle i konzumirale listove brže u odnosu na one hranjene 
netransformisanim listovima (Grafici 4.7 i 4.8). Istovremeno, larve na OCI/OCII 
listovima brže su dostizale maksimum mase i ranije “usporavale” sa ishranom ulazeći u 
prepupalnu fazu razvića (Grafici 4.7 i 4.8). Uprkos većoj brzini konzumiranja 
transformisanih listova, stopa konverzije hrane u telesnu masu je ostala slična onoj koju 
su pokazivale larve na kontrolnim listovima (Grafik 4.9). Ipak, većom količinom dnevno 
unete hrane i bržim uvećanjem telesne mase, pri istoj efikasnosti ishrane, larve na 
transformisanim listovima nisu u potpunosti uspele da kompenzuju efekte prisustva 
inhibitora u listovima krompira. U odnosu na larve hranjene netransformisanim 
listovima, maksimalna masa na kraju larvenog razvića i ukupan stepen oštećenja listova 
bio je manji kod larvi krompirove zlatice hranjenih OCI/OCII transformisanim listovima 











Grafik 4.6.  Prolazak larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) kroz stupnjeve 
razvića tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII transformisanim listovima tri sorte 
krompira. Presvlačenje između larvenih stupnjeva (L1/L2, L2/L3, L3/L4) i ulazak u prepupalnu 
fazu (L4/PP) prikazani su kao ukupan broj larvi (%) na određenom stupnju razvića u odnosu na 
vreme trajanja razvića larvi, koje je izraženo u danima (d). Veličina uzorka je 15 larvi za svaku 





Grafik 4.7. Masa larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) tokom ishrane 
netransformisanim (kontrola) i OCI/OCII listovima tri sorte krompira. Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Varijacije (barovi) predstavljaju odstupnja od srednje 






Grafik 4.8. Stepen oštećenja netransformisanih (kontrola) i OCI/OCII transformisanih listova tri 
sorte krompira tokom ishrane krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say). Vrednosti 
količine lisne mase konzumirane od strane larvi dobijene na dnevnoj osnovi su sabirane i 
predstavljene kao ukupno oštećenje listova. Veličina uzorka je 15 larvi za svaku testiranu liniju 






Grafik 4.9. Efikasnost ishrane larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) na 
netransformisanim (kontrola) i OCI/OCII transformisanim listovima tri sorte krompira. 
Efikasnost ishrane je predstavljena kao odnos mase larvi i ukupne količine konzumiranih listova. 
Veličina uzorka je 15 larvi za svaku testiranu liniju krompira. Varijacije (barovi) predstavljaju 







4.6.1. Trajanje razvića 
 
Larve krompirove zlatice hranjene OCI/OCII transformisanim listovima su, kod sve tri 
sorte krompira, su se brže presvlačile, odnosno pojedini larveni stupnjevi su kraće trajali 
u poređenju sa onim koje su se hranile listovima netransformisanih biljaka (Tabela 4.4, 
Slika 4.13). Razlike u trajanju prvog larvenog stadijuma na netransformisanim i 
transformisanim listovima krompira nisu uočene. Sve larve, nezavisno od tretmana, su 
se presvukle u drugi stupanj nakon dva dana. Svaki naredni stupanj razvića (L2, L3 i L4) 
na transformisanim listovima, u odnosu na kontrolu, bio je skraćen za oko 1 dan. 
Statistička analiza pokazala je da su ove razlike značajne kako za svaki stadijum 
ponaosob (L2: F = 26,2, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 23,51, P ≤ 0,0001 za Dragačevku i F 
= 29,2, P ≤ 0,0001 za Jelicu; L3: F = 18,5, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 9,26, P =0,0012 za 
Dragačevku i F = 24,9, P ≤ 0,0001 za Jelicu;  L4: F = 23,14, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 
9,15, P =0,0013 za Dragačevku i F = 43,75, P ≤ 0,0001 za Jelicu), tako i za ukupno 
trajanje razvića larvi (L1-PP: F = 135,56, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 119,65, P ≤ 0,0001 
za Dragačevku i F = 154,26, P ≤ 0,0001 za Jelicu).  
  
 
Tabela 4.4. Trajanje pojedinih stupnjeva larvenog razvića krompirove zlatice (Leptinotarsa 
decemlineata Say) tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII transformisanim listovima 
tri sorte krompira. 
Trajanje razvića ± SE (d) 
linija krompira L1 L2 L3 L4 L1-PP 
Dezire kontrola 2,0 ± 0,0 3,30 ± 0,15 b 2,90 ± 0,13 b 4,20 ± 0,13 b 12,40 ± 0,16 b
Dezire OCI/OCII-16 2,0 ± 0,0 2,10 ± 0,10 a 2,20 ± 0,13 a 3,00 ± 0,13 a   9,30 ± 0,13 a
Dezire OCI/OCII-22 2,0 ± 0,0 2,20 ± 0,13 a 2,20 ± 0,13 a 3,00 ± 0,16 a   9,40 ± 0,16a
      
Dragačevka kontrola 2,0 ± 0,0 3,25 ± 0,21 b 3,00 ± 0,19 b 4,12 ± 0,23 b 12,38 ± 0,18 b
Dragačevka OCI/OCII-4 2,0 ± 0,0 2,12 ± 0,12 a 2,12 ± 0,12 a 3,12 ± 0,23 a   9,36 ± 0,16 a
Dragačevka OCI/OCII-
10 
2,0 ± 0,0 2,11 ± 0,11 a 2,22 ± 0,15 a 3,11 ± 0,11 a   9,33 ± 0,15 a
      
Jelica kontrola 2,0 ± 0,0 3,40 ± 0,13 b 2,93 ± 0,16 b 4,07 ± 0,11 b 12,40 ± 0,13 b
Jelica OCI/OCII-3 2,0 ± 0,0 2,20 ± 0,11 a 2,20 ± 0,11 a 3,13 ± 0,16 a   9,53 ± 0,13 a
Jelica OCI/OCII-4 2,0 ± 0,0 2,33 ± 0,12 a 2,13 ± 0,19 a 3,13 ± 0,19 a   9,60 ± 0,13 a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška ( SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike 







Kako larvama krompirove zlatice, radi praćenja ulaska u naredne stadijume razvića, nije 
omogućeno da se u prepupalnoj fazi ukopaju - prelazak larvi krompirove zlatice u 
stadijum lutke nije bio sinhronizovan i, nezavisno od tretmana, razlike u vremenu 
trajanja PP faze bile su do 5 dana. Ipak, kod svih linija, prve su u stadijum lutke ušle 
larve hranjene transformisanim listovima, nakon 6 dana prepupalne faze. Dva dana 
potom, kod svih sorti krompira u stadijum lutke su ušle i prve kontrolne larve. Trajanje 
faze lutke je bilo ujednačeno i, nezavisno od tretmana, posle 6 dana sve lutke 
krompirove zlatice su prešle u adulte. Time je vreme razvića od L1 do adulta na 
transformisanim listovima krompira iznosilo najmanje 21 dan, dok je larvama na 
netransformisanim listovima, nakon izleganja, bilo potrebno najmanje 23 dana da 
postanu adulti (Slika 4.13). 
 
 
4.6.2. Parametri rasta larvi 
 
Prvi očigledni uticaj ishrane transformisanim listovima zabeležen je kod ranog drugog 
larvenog stupnja (L2), trećeg dana biotesta. U odnosu na kontrolu, masa tri dana starih 
larvi krompirove zlatice na OCI/OCII transformisanim listovima krompira bila je do 
12,3% veća kod sorte Dezire, do 14,4% veća kod sorte Dragačevka i do 13,9% veća kod 
sorte Jelica. Statistička analiza pokazala je da su ove razlike značajne (F = 7,8, P = 
0,0021 za Dezire; F = 4,79, P = 0,0193 za Dragačevku; F = 15,8, P ≤ 0,0001 za Jelicu). 
Trend bržeg uvećanja mase na transformisanim listovima zadržan je do kraja razvića 
larvi, a razlike u masi larvi iste starosti bile su maksimalne za 7 i 8 dana stare larve 
krompirove zlatice. Prosečna masa nedelju dana starih larvi na transformisanim 
listovima bila je do 49,7 % veća kod sorte Dezire, do 52,7% veća kod sorte Dragačevka i 
do 48,4% veća kod sorte Jelica (Slika 4.14).  
 
Ove izuzetne performanse uvećanja telesne mase na transformisanim listovima - 
posmatrane kao dnevno uvećanje mase za svaki stupanj ponaosob – larve krompirove 
zlatice su pokazivale samo tokom L2 i L3 stupnja (Tabela 4.5).  Tokom L2 larve su 
dnevno uvećavale masu do 20.4% brže kod sorte Dezire (F = 14,48, P ≤ 0,0001), do 





(F = 16,98, P ≤ 0,0001). L3 larve na transformisanim listovima pokazivale su brzinu 
rasta do 25,9% veću kod sorte Dezire (F = 37,37, P ≤ 0,0001), do 29,7% veću kod sorte 
Dragačevka (F = 30,47, P ≤ 0,0001) i do 26,1% veću kod sorte Jelica (F = 31,79, P ≤ 
0,0001) u odnosu na one na netransformisanim listovima krompira. Razlike u brzini 
uvećanja mase tokom L4 stupnja nisu bile značajne (F = 2,25, P = 0,1245 za Dezire, F = 
0,26, P = 0,776 za Dragačevku i F = 1,85, P = 0,1705 za Jelicu). Prema tome - 
posmatrana preko apsolutnih vrednosti, kao dnevno uvećanje mase - ishrana OCI/OCII 
transformisanim listovima krompira je inicijalno, tokom L2 i L3, ubrzala rast larvi 
krompirove zlatice, ali ovaj efekat se izgubio tokom L4. 
 
Slika 4.13. Prolazak krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) kroz larvene stupnjeve 
(L2, L3, L4) tokom ishrane netransformisanim (kontrola) i OCI/OCII listovima krompira, ulazak 





Sa druge strane, posmatrane na relativnom nivou, u odnosu na maksimum ostvarene 
mase (Tabela 4.6), larve na transformisanim listovima su značajno brže akumulirale 
biomasu tokom svih stupnjeva razvića u odnosu na one na netransformisanim listovima 
(L2: F = 233,96, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 347,02, P ≤ 0,0001 za Dragačevku i F = 
275,77, P ≤ 0,0001 za Jelicu; L3: F = 294,54, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 186,19, P 
=0,0012 za Dragačevku i F = 128,26, P ≤ 0,0001 za Jelicu;  L4: F = 305,18, P ≤ 0,0001 
za Dezire, F = 79,2, P ≤ 0,0001 za Dragačevku i F = 128,26, P ≤ 0,0001 za Jelicu). 
 
 
Slika 4.14. Larve krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) 7-og dana ishrane na 
netransformisanim (kontrola) i OCI/OCII transformisanim listovima krompira. Dezire (A), 









Tabela 4.5. Brzina rasta (GR) različitih stupnjeva razvića larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa 
decemlineata Say) tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII transformisanim listovima 
tri sorte krompira. GR je prikazana kao dnevno uvećanje biomase larvi. 
Brzina rasta ± SE (mg/d) 
linija krompira L2 L3 L4 
Dezire kontrola 2,97 ± 0,09 a 13,73 ± 0,41 a 33,81 ± 0,62  
Dezire OCI/OCII-16 3,73 ± 0,12 b 18,53 ± 0,47 b 36,19 ± 1,16  
Dezire OCI/OCII-22 3,67 ± 0,11 b 17,47 ± 0,35 b 36,91 ± 1,32  
    
Dragačevka kontrola 3,09 ± 0,16 a 12,87 ± 0,36 a 33,37 ± 0,90  
Dragačevka OCI/OCII-4 3,78 ± 0,20 b 18,32 ± 0,76 b 34,46 ± 1,21  
Dragačevka OCI/OCII-10 3,87 ± 0,15 b 17.,6 ± 0,45 b 34,09 ± 1,48  
    
Jelica kontrola 2,76 ± 0,08 a 13,02 ± 0,41 a 32,58 ± 0,71  
Jelica OCI/OCII-3 3,70 ± 0,14 b 16.,5 ± 0,46 b 34.,4 ± 0,90  
Jelica OCI/OCII-4 3,48 ± 0,13 b 17.,6 ± 0,45 b 33.,6 ± 0,89  
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike u 
odnosu na kontrolu prema LSD testu (P≤0.05) u okviru iste sorte krompira. 
 
 
Tabela 4.6. Relativna brzina rasta (RGR) različitih stadijuma razvića larvi krompirove zlatice 
(Leptinotarsa decemlineata Say) tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII 
transformisanim listovima tri sorte krompira. RGR je prikazana kao dnevno uvećanje biomase 
larvi u odnosu na ostvarenu masu larvi. 
relativna stopa rasta ± SE (%/d) 
linija krompira L2 L3 L4 
Dezire kontrola 23,12 ± 0,26 a 25,81 ± 1,01 a 17,32 ± 0,13 a
Dezire OCI/OCII-16 34,60 ± 0,43 b 35,69 ± 1,48 b 22.,2 ± 0,17 b
Dezire OCI/OCII-22 31,89 ± 0,44 b 35,26 ± 0,58 b 23,13 ± 0,24 b
    
Dragačevka kontrola 23,37 ± 0,70 a 24,90 ± 0,24 a 17,63 ± 0,14 a
Dragačevka OCI/OCII-4 34,20 ± 0,38 b 36,77 ± 0,51 b 21,79 ± 0,29 b
Dragačevka OCI/OCII-10 34,35 ± 0,31 b 35,84 ± 0,58 b 22,07 ± 0,34 b
    
Jelica kontrola 21,92 ± 0,26 a 25,29 ± 0,29 a 17,65 ± 0,14 a
Jelica OCI/OCII-3 32,62 ± 0,35 b 34,41 ± 0,64 b 22,45 ± 0,27 b
Jelica OCI/OCII-4 31,89 ± 0,44 b 35,44 ± 0,41 b 21,83 ± 0,28 b
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike u 







Razlike u maksimalnoj masi larvi (Tabela 4.7) su na kraju L2, na granici statističke 
značajnosti (F = 3,29, P =0,052 za Dezire, F = 3,56, P =0,0457 za Dragačevku i F = 
3,40, P =0,0429 za Jelicu). Na kraju L3 uticaj ishrane transformisanim listovima nije 
značajan (F = 0,97, P =0,3907 za Dezire, F = 0,85, P =0,4408 za Dragačevku i F = 1,39, 
P =0,2593 za Jelicu), dok kasni L4 na transformisanim listovima ulazi u prepupalnu fazu 
značajno redukovane mase: do 12,3%  za Dezire (F = 10,17, P = 0,0005), do 14,5%  za 
Dragačevku (F = 12,58, P = 0,0002) i do 19,4% za Jelicu (F = 28,40, P ≤ 0,0001). 
Prema tome, larve krompirve zlatice delimično ili potpuno uspevaju kompenzovati 
potencijalni gubitak biomase uzrokovan ishranom transformisanim listovima tokom L2 i 
L3 ali ne i tokom L4. 
 
Masa adulta krompirove zlatice, nakon metamorfoze larvi hranjenih OCI/OCII 
transformisanim listovma, značajno je redukovana u odnosu na kontrolu (Tabela 4.7): do 
22,4% za Dezire (F = 6,01, P =0,0172),  do 20,5%  za Dragačevku (F = 9,86, P 
=0,0014) i do 26,3%  za Jelicu (F = 41,15, P ≤ 0,0001).   
 
 
Tabela 4.7. Krajnja masa larvi i adulta krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) 
tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII transformisanim listovima tri sorte krompira.   
masa  ± SE (mg) 
linija krompira L2 L3 L4 adult 
Dezire kontrola 12,96 ± 0,56 b 53,23 ± 1,35  190,15 ± 2,84 b 143,16 ± 7,79 b
Dezire OCI/OCII-16 11,05 ± 0,62 a 50,74 ± 1,06  166,87 ± 4,64 a 114,66 ± 6,41 a  
Dezire OCI/OCII-22 11,26 ± 0,54 a 51,81 ± 1,36  167,48 ± 4,72 a 112,40 ± 6,66 a  
     
Dragačevka kontrola 13,10 ± 0,52 b 52,98 ± 2,03  188,04 ± 4,28 b 144,87 ± 5,62 b  
Dragačevka OCI/OCII-4 11,32 ± 0,38 a 50,15 ± 1,76  157,64 ± 4,74 a 115,07 ± 5,25 a  
Dragačevka OCI/OCII-10 11,57 ± 0,57 a 50,41 ± 1,22  160,68 ± 4,85 a 115,12 ± 5,83 a  
     
Jelica kontrola 12,85 ± 0,40 b 51,08 ± 1,26  182,77 ± 3,44 c 144,60 ± 3,38 b  
Jelica OCI/OCII-3 11,54 ± 0,58 ab 48,92 ± 0,91  158,23 ± 3,38 b 106,24 ± 3,53 a
Jelica OCI/OCII-4 11,17 ± 0,42 a 48,98 ± 0,92 147,75 ± 3,02 a 106,05 ± 3,47 a  
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike od 









4.6.3. Parametri ishrane larvi i stepen oštećenja listova  
 
Izuzetne performanse uvećanja biomase larvi na transformisanim listovima, tokom L2 i 
L3, bile su praćene povećanjem brzine konzumacije hrane (Tabela 4.8). U odnosu na 
larve na netransformisanim listovma, tokom L2, larve su dnevno konzumirale do 29,5% 
više transgenih listova kod sorte Dezire (F = 26,33, P ≤ 0,0001), do 27,8% više kod 
sorte Dragačevka (F = 13,00, P = 0,0002) i do 27,6% više kod sorte Jelica (F = 33,62, P 
≤ 0,0001). L3 larve na transformisanim listovima pokazivale su brzinu konzumacije do 
25,3% veću kod sorte Dezire (F = 25,14, P ≤ 0,0001), do 29,1% veću kod sorte 
Dragačevka (F = 25,82, P ≤ 0,0001) i do 29,1% veću kod sorte Jelica (F = 49,21, P ≤ 
0,0001). Razlike u brzini konzumacije hrane kod larvi na netransformisanim i 
transformisanim listovima tokom L4 nisu bile značajne (F = 2,44, P = 0,1059 za Dezire, 
F = 1,23, P = 0,3123 za Dragačevku i F = 1,99, P = 0,1492 za Jelicu). Prema tome - 
posmatrana preko apsolutnih vrednosti - ishrana OCI/OCII transformisanim listovima 
krompira je inicijalno, tokom L2 i L3, povećala dnevnu količinu konzumiranih listova, 
ali ovaj efekat se izgubio tokom L4. Sa druge strane, posmatrane na relativnom nivou, u 
odnosu na ostvarenu masu (Tabela 4.9), larve na transformisanim listovima su značajno 
brže konzumirale listove tokom svih stupnjeva razvića u odnosu na one na 
netransformisanim listovima (L2: F = 298,43, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 229,90, P ≤ 
0,0001 za Dragačevku i F = 161,53, P ≤ 0,0001 za Jelicu; L3: F = 61,39, P ≤ 0,0001 za 
Dezire, F = 53,79, P =0,0012 za Dragačevku i F = 24,19, P ≤ 0,0001 za Jelicu;  L4: F = 
58,42, P ≤ 0,0001 za Dezire, F = 18,15, P ≤ 0,0001 za Dragačevku i F = 24,89, P ≤ 























Tabela 4.8. Brzina konzumacije hrane (CR) različitih stupnjeva razvića larvi krompirove zlatice 
(Leptinotarsa decemlineata Say) tokom ishrane na netransformisanim i OCI/OCII 
transformisanim listovima tri sorte krompira. CR je prikazana kao dnevna količina konzumiranih 
listova. 
brzina konzumacije ± SE (mg/d) 
linija krompira L2 L3 L4 
Dezire kontrola   8,67 ± 0,32 a 35,16 ± 1,28 a 186,94 ± 6,81  
Dezire OCI/OCII-16 12,31 ± 0,39 b 46,91 ± 1,38 b 204,07 ± 7,85  
Dezire OCI/OCII-22 12,12 ± 0,46 b 47,10 ± 1,67 b 203,11 ± 2,40  
    
Dragačevka kontrola   9,03 ± 0,40 a 32,85 ± 0,76 a 185,87 ± 6,31  
Dragačevka OCI/OCII-4 12,09 ± 0,60 b 49,66 ± 2,92 b 187,93 ± 5,58  
Dragačevka OCI/OCII-10 12,50 ± 0,54 b 47,15 ± 0,88 b 199,36 ± 7,62  
    
Jelica kontrola   8,48 ± 0,17 a 32,61 ± 1,09 a 182,56 ± 4,23  
Jelica OCI/OCII-3 11,71 ± 0,33 b 45,93 ± 1,11 b 195,58 ± 5,34  
Jelica OCI/OCII-4 11,12 ± 0,35 b 43,71 ± 0,81 b 184,29 ± 5,36  
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike 




Tabela 4.9. Relativna brzina konzumacije hrane (RCR) različitih stupnjevi razvića larvi 
krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) tokom ishrane na netransformisanim i 
OCI/OCII transformisanim listovima tri sorte krompira. RCR je prikazana kao dnevna količina 
konzumiranih listova u odnosu na ostvarenu masu larvi. 
relativna brzina konzumacije ± SE (%/d) 
linija krompira L2 L3 L4 
Dezire kontrola   67,87 ± 0,89 a   86,79 ± 1,39 a 133,59 ± 1,57 a
Dezire OCI/OCII-16 108,16 ± 1,34 b 113,58 ± 2,28 b 183,56 ± 5,29 b
Dezire OCI/OCII-22 105,04 ± 1,56 b 114,44 ± 2,22 b 189,33 ± 4,20 b
    
Dragačevka kontrola   68,87 ± 0,79 a   85,13 ± 1,84 a 132,65 ± 5,04 a
Dragačevka OCI/OCII-4 106,89 ± 1,29 b 117,45 ± 4,09 b 173,62 ± 5,27 b
Dragačevka OCI/OCII-10 107,74 ± 1,88 b 115,34 ± 3,16 b 168,45 ± 6,79 b
    
Jelica kontrola   66,21 ± 0,66 a   85,23 ± 1,54 a 140,02 ± 3,63 a
Jelica OCI/OCII-3 103,34 ± 0,97 b 115,46 ± 3,16 b 186,68 ± 6,12 b
Jelica OCI/OCII-4   99,81 ± 2,03 b 106,49 ± 4,24 b 183,45 ± 5,58 b
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike 









Tabela 4.10. Efikasnost konverzije unete hrane u biomasu insekta (EI) različitih stupnjeva 
razvića larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) tokom ishrane na 
netransformisanim i OCI/OCII transformisanim listovima tri sorte krompira. EI je prikazana kao 
odnos ostvarene mase larvi i količine konzumiranih listova.  
EI ± SE (%) 
linija krompira L2 L3 L4 L2-L4 
Dezire kontrola 45,08 ± 0,63  39,45 ± 0,57  18,26 ± 0,43  21,75 ± 0,61  
Dezire OCI/OCII-16 44,40 ± 0,80  39,96 ± 0,47  17,87 ± 0,56  22,06 ± 0,57  
Dezire OCI/OCII-22 44,11 ± 0,76  39,70 ± 0,49  18,23 ± 0,33  21,94 ± 0,60  
     
Dragačevka kontrola 44,65 ± 0,49  39,06 ± 0,65  18,34 ± 0,88  21,67 ± 0,76  
Dragačevka OCI/OCII-4 44,16 ± 0,54  39,32 ± 0,85  17,95 ± 0,64  21,77 ± 0,65  
Dragačevka OCI/OCII-10 43,78 ± 0,49  39,01 ± 0,66  17,61 ± 0,72  21,37 ± 0,66  
     
Jelica kontrola 44,47 ± 0,42  39,23 ± 0,43  17,98 ± 0,46  21,29 ± 0,45  
Jelica OCI/OCII-3 44,20 ± 0,38  38,79 ± 0,66  17,58 ± 0,57  21,26 ± 0,52  
Jelica OCI/OCII-4 44,07 ± 0,49  39,08 ± 0,49  17,04 ± 0,58  21,05 ± 0,49  
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira.  
 
 
Efikasnost konverzije mase konzumiranih listova u biomasu larvi (Tabela 4.10) nije 
značajno promenjena ishranom larvi krompirove zlatice OCI/OCII transformisanim 
listovima ni tokom L2 (F = 0,45, P = 0,642 za Dezire, F = 0,75, P = 0,4832 za 
Dragačevku i F = 0,23, P =0,7922 za Jelicu), ni tokom L3 (F = 0,20, P = 0,8206 za 
Dezire, F = 0,82, P = 0,4125 za Dragačevku i F = 0,47, P = 0,6308 za Jelicu), ni tokom 
L4 stupnja (F = 0,29, P = 0,828 za Dezire, F = 0,31, P = 0,5092 za Dragačevku i F = 
0,67, P =0,547 za Jelicu), kao ni u toku celokupnog posmatranog perioda ishrane larvi 
(L2-L4: F = 0,15, P = 0,8648 za Dezire, F = 0,05, P = 0,9543 za Dragačevku i F = 0,03, 
P =0,969 za Jelicu) 
 
Usled povećane brzine konzumacije hrane, larve krompirove zlatice, transformisanim 
listovima nanose i veća oštećenja: nedelju dana stare larve su konzumirale do 59,8% 
više listova sorte Dezire, do 61,9% više listova Dragačevke i 59,0% više listova Jelice u 
odnosu na larve iste starosti na netransformisanim listovima. Ove razlike u ukupnom 
oštećenju listova tokom nekoliko sledećih dana dostizale su i do 80,0%. Međutim, larve 
na transformisanim listovima su ubrzo usporavale sa ishranom ulazeći u prepupalnu 
fazu, a one na kontrolnim ulazile u L4, stadijum sa najvećim nutritivnim potrebama. 





listova (Tabela 4.11) značajno ne razlikuje tokom L2 (F = 1,52, P = 0,2378 za Dezire, F 
= 2,20, P = 0,1342 za Dragačevku i F = 2,58, P =0,080 za Jelicu) i tokom L3 (F = 0,18, 
P = 0,8388 za Dezire, F = 0,23, P = 0,7497 za Dragačevku i F = 0,09, P =0,9182 za 
Jelicu). Za L4 ove razike postaju značajne: larve na transformisanim listovima 
konzumirale su manju količinu listova (F = 4,54, P = 0,0200 za Dezire, F = 7,69, P = 
0,0029 za Dragačevku i F = 27,05, P ≤ 0,0001 za Jelicu). Time je i ukupno oštećenje 
OCI/OCII transgenih listova krompira, uzrokovano ishranom larvi krompirove zlatice, 
do 15,6% manje za Dezire (F = 4,54, P = 0,0202), do 15,6% za Dragačevku (F = 7,03, P 
= 0,0044) i do 18,5% manje za Jelicu (F = 27,05, P ≤ 0,0001) u odnosu na oštećenje 
netransformisanih listova.  
 
 
Tabela 4.11. Stepen oštećenja netransformisanih i OCI/OCII transformisanih listova tri sorte 
krompira tokom ishrane različitih stupnjeva razvića larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa 
decemlineata Say). Sepen oštećenja listova je prikazan kao količina lisne mase konzumirana od 
strane larvi. 
stepen oštećenja listova ± SE (mg) 
linija krompira L2 L3 L4 L2-L4 
Dezire kontrola 28,62 ± 1,07 102,08 ± 4,53  749,53 ± 22,28 b 880,23 ± 23,83 b 
Dezire OCI/OCII-16 26,23 ± 0,97   99,31 ± 3,27  654,74 ± 29,67 a  756,29 ± 30,90 a 
Dezire OCI/OCII-22 26,68 ± 1,02 102,12 ± 3,54  631,41 ± 26,31 a  763,21 ± 24,89 a 
     
Dragačevka kontrola 29,38 ± 1,29 102,24 ± 2,28  736,13 ± 35,25 b 867,75 ± 36,71 b
Dragačevka OCI/OCII-4 25,65 ± 1,39   98,74 ± 5,46  598,82 ± 34,37 a  723,21 ± 34,20 a 
Dragačevka OCI/OCII-10 26,34 ± 1,27   99,56 ± 3,45  625,83 ± 23,37 a  751,73 ± 24,49 a 
     
Jelica kontrola 28,89 ± 0,88   97,44 ± 3,18  732,12 ± 17,47 b  858,45 ± 20,76 b
Jelica OCI/OCII-3 25,98 ± 1,21   96,36 ± 2,27  621,73 ± 14,90 a  744,06 ± 14,93 a 
Jelica OCI/OCII-4 25,94 ± 1,03   96,74 ± 1,69  577,18 ± 16,79 a  699,86 ± 18,02 a 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE).  Veličina uzorka je 15 
larvi za svaku testiranu liniju krompira. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike 













4.6.4. Analiza digestivnih proteinaza  
 
Ukupna proteinazna (azokazeinazna) aktivnost kod larvi krompirove zlatice hranjenih na 
kontrolnim, netransformisanim listovima krompira, 24h nakon prebacivanja na 
OCI/OCII listove, pokazuje smanjenje aktivnosti kod L3 larvi od 42-56% u zavisnosti 
od transformisane linije krompira. Smanjenje azokazeinazne aktivnosti praćeno je sa 
inhibicijom specifične aktivnosti cisteinskih proteinaza do oko 62%, dok je nivo 
aktvnosti leucin aminopeptidaze (egzopeptidaza), ostao na kontrolnom nivou (Grafik 
4.8, akutni efekat). Sa druge strane, pri hroničnoj ingestiji OCI/OCII listova krompira, 
ukupna i aktivnost cisteinskih proteinaza kod L3 larvi – osim kod onih hranjenih lišćem 
linije 22 sorte Dezire - ne pokazuje značajna odstupanja od kontrolnog nivoa, ukazujući 
na adaptaciju proteaznog sistema larvi na prisustvo rekombinantnih orizacistatina u 
ishrani (Grafik 4.8, hronični efekat). 
 
 
4.6.5. OCII vs OCI/OCII 
 
Kombinovani uticaj cistatina iz pirinča na larve krompirove zlatice poređen je sa onim 
koji je pokazan za transgene linije krompira koje eksprimiraju samo jedan orizacistatin, 
OCII (Cingel, 2006). Iako larve krompirove zlatice na OCI/OCII linijama krompira, u 
odnosu na OCII, pokazuju trend daljeg smanjenja maksimuma ostvarene mase i manjeg 
ukupog oštećenja listova, na relativnom nivou, ove razlike između tretmana (OCII vs 
OCI/OCII) nisu značajne. Sa druge strane, prisustvo još jednog cistatina u listovima 
krompira, tokom L2-L3, značajno povećava intenzitet kompenzatorne ishrane i, ne 
menjajući efikasnost konverzije lisne u telesnu masu, dodatno povećava brzinu rasta 
larvi. Dodatno povećanje performansi rasta i ishrane na OCI/OCII listovima (GR i CR) 
praćeno je i uvećanjem još jedne karakteristike performanse insekta - daljim skraćenjem 







Grafik 4.8. Digestivna aktivnost proteaza trećeg stupnja larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa 
decemlineta Say) na kontrolnim (nt) i OCI/OCII transformisanim listovima krompira. Specifična 
aktivnost ukupnih proteaza (azokazeinaza), specifična aktivnosti cisteinskih proteinaza (SACP) i 
specifična aktivost leucin aminopeptidaza (SALAP) analizirane su kod L3 larvi koje su nakon 
piljenja neprestano hranjenje OCI/OCII transformisanim listovima (hronični efekat) kao i 24h 
nakon prebacivanja L3 larvi sa netransformisanih na OCI/OCII listove krompira (akutni efekat). 
Varijacije (barovi) predstavljaju odstupnja od srednje vrednosti (SE), n=3-6 za svaki tretman 










Grafik 4.9. Performanse larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa demcemlineata Say) na 
OCI/OCII i OCII transgenim listovima krompira sorti Dezire (A), Dragačevka (B) i Jelica (C). 
Parametri performansi su prikazani kao relativne vrednosti (%) u odnosu na kontrolu (100%) i za 
svaki tretman (OCII ili OCI/OCII) predstavljaju srednju vrednost rezultata dobijenih za dve 
nezavisne transgene linije. VR: vreme razvića L2-PP; T: maksimum ostvarene mase; GR: 
dnevna brzina rasta; EI: efikasnost konverzije unete hrane L2-PP; L: ukupno oštećenje listova; 
CR: dnevna brzina konzumacije hrane. Veličina uzorka je 20-30 larvi za svaki parametar. 
Varijacije (barovi) predstavljaju odstupnja od srednje vrednosti (SE). Različita slova ukazuju na 










Transfomacija biljaka posredovana bakterijama iz roda Agrobacterium - svojom 
efikasnošću, stabilnom T-DNK integracijom i ekspresijom gena od interesa, kao i 
relativno visokim procentom biljaka normalnog fenotipa - postao je dominantan metod 
za dobijanje transgenih biljaka. Protokoli transformacije krompira (Solanum tuberosum 
L.) razvijeni su od strane brojnih istraživačkih grupa (pregled dat od strane Chakravarty 
i sar. 2007; Vinterhalter i sar. 2008) i genetički inženjering različitih kultivara krompira 
postao je rutina mnogih laboratorija. Tako su dobijene transgene biljke krompira 
povećane otpornosti na viruse (Hoekema i sar. 1989; Thomas i sar. 1997, 2000; Hassairi 
i sar. 1998; Kaniewski i sar. 1990; Lawson i sar. 1990, 2001; MacKenzie i sar. 1991; Van 
Der Wilk i sar. 1991; Doreste i sar. 2002; Kawchuk, 2002; Ehrenfeld i sar. 2004; Missiou 
i sar. 2004; Arif i sar. 2009), bakterijske i gljivične patogene (Wu i sar. 1995; Lorito i 
sar. 1998; Arce i sar. 1999; Yu i sar. 1999; Ahrenholtz i sar. 2000; Serrano i sar. 2000 
Zhen i sar. 2000; Watanabe i sar. 2000; Gao i sar. 2000; Osusky i sar. 2000, 2004; 
Liapkova i sar. 2001; Felcher i sar. 2003; Song i sar. 2003; Van der Vossen i sar. 2003; 
Smilde i sar. 2005; Kuhl i sar. 2007; Almasia i sar. 2008; Halterman i sar. 2008; 
Maniruzzaman i sar. 2010), insekte (Down i sar. 1996; Gatehouse i sar. 1996, 1997; 
Chakrabarti i sar. 2000; Marchetti i sar. 2000; Mohammed i sar. 2000; Davidson i sar. 
2002a,b; Douches i sar. 2002; Meiyalaghan i sar. 2005, 2006a,b; Cooper i sar. 2009), 
nematode (Urwin i sar. 1995b, 2001, 2003; Lilley i sar. 2004; Estrada i sar. 2007; Green 
i sar. 2012), abiotički stres (Perl i sar. 1993; Wallis i sar. 1997; Jeong i sar. 2001; 
Deryabin i sar. 2003; Turhan, 2005; Tang i sar. 2008; Hemavathi i sar. 2009, 2010, 
2011; Waterer i sar. 2010), herbicide (Padegimas i sar. 1994; Eltayeb i sar. 2010) ili 
poboljšane nutritivne vrednosti krtola (Chong i sar. 1997; Visser i sar. 1997a,b;  Navratil 
i sar. 1998; Chakraborty i sar. 2000, 2010; Schwall i sar. 2000; Regierer i sar. 2002; 
Benmoussa i sar. 2004; Ducreux i sar. 2005a,b). U svim ovim studijama korisna osobina 
je kontrolisana samo jednim heterolognim genom.  Ipak, postizanje snažnije, opsežnije 
ili trajnije zaštite, kao i kontrola složenih metaboličkih puteva zahteva koordinisanu 
manipulaciju više od jednog gena. Ovi zahtevi doveli su do toga da strategija “slaganja” 
gena (engl. gene stacking) postane jedan od vodećih pristupa savremene biotehnologije 
biljaka (Halpin, 2001, 2005; Francois i sar. 2002; Halpin & Boerjan, 2003; Dafny-Yelin 





Najjednostavniji način za slaganje dva ili više transgena je seksualna hibridizacija 
transgenih biljaka (Bizily i sar. 2000; Cao i sar. 2002; Datta i sar. 2002; Samis i sar. 
2002; Zhao i sar. 2003; Lucker i sar. 2004). Međutim, kako su komercijalne sorte 
krompira autotetraploidi sa tetrasomatičkim nasleđivanjem, visoke heterozigotnosti i 
različitih nivoa sterilnosti, genetička stabilnost hibridnih kultivara se gubi nakon samo- 
ili međusobnog oprašivanja izabranih linija (Conner & Christey, 1994). Sa druge strane, 
pojava da su, tokom transformacije, insercije T-DNK u genom biljaka u velikoj meri 
nasumične (Gelvin & Kim, 2007), uključujući i krompir (Jacobs i sar. 1995; El-
Kharbotly i sar. 1996), obezbedila je osnovu za uspešno slaganje gena trnasformacijom 
sa više različitih plazmida: simultana transformacija sa više željenih gena ili postupna 
re-transformacija postali su pristupi koji kod krompira mogu omogućiti relativno brzo i 
stabilno slaganje transgena (Chang i sar. 2002; Morris i sar. 2006; Meiyalaghan i sar. 
2010).  
 
Glavni nedostatak ovih metoda slaganja gena je potreba za različitim selekcionim 
markerima za svaki novi, introdukovani gen. U slučaju gena za otpornost na antibiotike, 
najčešće korišćene selekcione metode, javljaju se dodatna strahovanja zbog potencijalne 
biološke opasnosti (Miki & McHugh. 2004; Craig i sar. 2008; Miki i sar 2009). Prisusvo 
gena za otpornost na antibiotike u transgenim biljkama može omogućiti horizontalni 
transfer ovih gena sa biljaka na patogene bakterije ili na crevne mikroorganizme 
(Darbani i sar. 2007). Zato se, nakon selekcione faze, primenjuju različite strategije za 
eliminaciju marker gena u cilju dobijanja transgenih biljaka bez selekcionih gena 
(Darbani i sar. 2007; Ramana Rao i sar. 2011). Ipak, mnogi metodi za uklanjanje 
selekcionih gena su dugotrajne, složene procedure koje najčešće uključuju seksualno 
ukrštanje (Hohn i sar. 2001; Hare & Chua 2002) i/ili nisu dovoljno razrađene i efikasne 
da bi našle komercijalnu primenu (Konig, 2003). Takođe, metode za uklanjanje 
selekcionih gena su neefikasne ili nisu primenljive za biljke koji se razmnožavaju 
aseksualnim ili, kao što je u slučaju krompira, propagiraju vegetativnim putem. Iako je 
moguće dobiti transgene biljke izostavljajući selekciju i time izbeći potrebu za marker 
genima (eng. marker-less transformation: Popelka i sar. 2003; De Vetten i sar. 2003; 
Doshi i sar. 2007; Jia i sar. 2007; Ferradini i sar. 2011a) - ovi metodi su niske 





krompira, pod neselektivnim uslovima transformacije, samo 0,2% regenerisanih 
izdanaka su transgeni, a ovaj procenat se može povećati korišćenjem supervirulentnih 
agrobakterijskih sojeva do 4,5% (De Vetten i sar. 2003). Uzimajući u obzir veliki broj 
biljaka potrebnih da bi se identifikovale linije podesne za komercijalizaciju, niska 
efikasnost je, iz ekonomske perspektive, u velikoj meri ograničila upotrebu ovog 
metoda. Koekspresija dva ili više gena metodama koje koriste samo jedan selekcioni 
marker predstavlja pristup kojim se, delimično, mogu prevazići navedene poteškoće 
(Chang i sar. 2002; Morris i sar. 2006). Pored toga nptII, gen koji omogućava otpornost 
na antibiotik kanamicin, je najpodesniji selekcioni marker za transformaciju krompira, 
dok su alternative - potrebne prilikom transfera više gena - manje efikasne (Barrell i sar. 
2002; Barrell & Conner 2006; Meiyalaghan i sar. 2010). Zbog ovih razloga prilikom ko-
transformacije i re-transformacije domaćih sorti krompira Dragačevke i Jelice, kao i 
kontrolnog kutivara Dezire, nptII gen je korišćen kao jedini selekcioni marker.    
 
Procedura koja je korišćena pri ko-transformaciji i re-transformaciji domaćih sorti 
krompira uključila je neka proceduralna unapređenja, u odnosu na prethodni protokol 
(Cingel i sar. 2010), na kome je zasnovana. Promene su imale za cilj da skrate vreme 
potrebno za dobijanje transgenih biljaka, da redukuju broj lažno-pozitivnih potencijalnih 
transformanata, kao i da umanje mogućnost pojave netipičnih biljaka usled 
somaklonalnih varijacija.  
 
Prva važna optimizacija protokola je skraćivanje vremena indukcije kalusa, sa 4 na 2 
nedelje. Time je u velikoj meri omogućeno da nezavisni događaji transformacije budu 
razdvojeni pre nego što dve ili više kalusnih kolonija međusobno srastu. Istovremeno, 
umanjena je i mogućnost pojave somaklonalnih varijacija povezana sa dugim trajanjem 
kalusne faze (Hanish ten Cate & Ramulu, 1987). Glavni uzrok ovih genetičkih i 
epigenetičkih odstupanja povezan je sa stresnim uslovima in vitro kulture tkiva (Walbot 
& Cullis, 1985; Sala i sar. 1999) i “pripisuju” se metilaciji DNK, amplifikaciji ili 
aktivaciji transpozonskih elemanata (Brar & Jain, 1998). Iako mehanizmi ovih varijacija 
nisu u potpunosti razjašnjeni, smatra se da je narušavanje epigenetičkih mehanizama 
ćelijske regulacije tokom kalusne faze njihov glavni uzrok (Grandbastien, 1998; Kubis i 





Druga proceduralna optimizacija - uklanjanje početnih ekplantata i prebacivanje samo 
potencijalno transformisanog, kalusnog tkiva na podlogu za regeneraciju izdanaka - 
redukovala je potencijalno negativni uticaj okolnog umirućeg tkiva. Metaboliti 
oslobođeni iz netransformisanog tkiva početnog eksplantata, koje nekrozira usled 
prisustva antibiotika korišćenog za selekciju i bakterijske infekcije, mogu inhibirati 
regeneraciju transformisanih ćelija, i istovremeno, dodatno povećavajući stresne uslove, 
pospešiti pojavu somaklonalnih varijacija (Conner, 1986). Redukcija pojave netipičnih 
biljaka tokom transformacije je neophodna da bi se povećao broj transgenih linija 
ekvivalentnih roditeljskom klonu sa dodatnom korisnom osobinom ekspresije transgena 
(Conner, 2007). 
 
Treća proceduralna modifikacija je intenziviranje selekcionog pritiska povećanjem 
koncentracije kanamicina u selektivnim podlogama. Iako se, kod krompira, 
koncentracija kanamicina od 50 mg/l smatra adekvatnom za kontrolu netransformisanih 
ćelija i ne odlaže inicijaciju pupoljaka iz transformisanog tkiva (Banerjee i sar. 2006) 
istovremeno može dozvoliti i pojavu lažno-pozitivnih potencijalnih transformanata 
(Wenzler i sar. 1989; Cingel i sar. 2010). Pojava ovakvih “bekstava” (eng. escapes) nije 
netipična za transformaciju krompira (Conner i sar. 1991; Davidson i sar. 2004), jer 
inicijalne koncentracije selekcionog agensa predstavljaju kompromis između dovoljno 
visoke da eliminiše “bekstva” i dovoljno niske da dozvoli brzu regeneraciju i dobijanje 
transgenih linija (Barrell i sar. 2002). Takođe, previsok selektivni pritisak može dovesti 
do eliminacije lažno-negativnih linija, linija sa niskom ekspresijom selektivnog marker 
gena i, istovremeno, može dati prednost linijama sa početno visokom ekspresijom - 
usled prisustva višestrukih kopija transgena. Prisustvo više kopija transgena može voditi 
ka utišavanju gena (Conner & Jacobs, 1999), posebno nakon uklanjanja selektivnog 
agensa. Prilikom ko- i re-transformacije domaćih sorti krompira, koncentracija 
kanamicina od 75 mg/l u CIM podlogama je u potpunosti inhibirala razvoj 
netransformisanih ćelija i nije odložila pojavu pupoljaka na SIM podlogama. Dalje 
povećanje koncentracije kanamicina na 100 mg/l u RIM podlozi, za razliku od 
predhodnog protokola (Cingel i sar. 2010), prema PCR analizi, u potpunosti je 
eliminisalo pojavu lažno-pozitivnih transgenih linija. Ovim je potvrđena i visoka 





otpornost na kanamicin koristi kao selektivni marker za krompir (Barrell i sar. 2002). 
Istovremeno, ovo povećanje selekcionog pritiska imalo je za cilj da, eventualno, 
favorizuje potencijalno transformisane linije kod kojih je došlo do integracije obe T-
DNK. 
  
Efikasnost formiranja kalusa, broj kalusa sa pupoljcima i broj izdanaka po eksplantatu, 
nakon ovih modifikacija, ostala je u opsegu vrednosti dobijenih za ranije korišćen 
protokol transformacije domaćih sorti krompira (Cingel i sar. 2010). Time je 14 dana 
ranije dobijen približno isti broj regeneranata, izbegnuta je pojava lažno-pozitivnih 
transgenih linija, smanjena potencijalna mogućnost pojave netipičnih biljaka i, 
eventualno, data je prednost dvostrukim trasformantima.  
 
 
5.1. Ko-transformacija sojevima A. tumefaciens koji nose OCI i OCII gen 
 
Kotransformacija, danas, predstavlja jedan od najuspešnijih pristupa introdukcije više 
gena od interesa u genom biljaka - sa mogućnošću istovremenog uvođenja do 11 
heterolognih gena u jednu biljku (Chen i sar. 1998). Najspektakularniji primer ove 
strategije je tzv. “zlatni pirinač” (eng. “golden rice”) - inženjering metaboličkog puta β-
karotena u endosperm pirinča (Ye i sar. 2000) - koji može rešiti deficijenciju vitamina A 
u siromašnim regionima sveta gde je pirinač glavna namirnica. Efikasnost ovog metoda 
je pokazana i u manipulaciji metaboličkim putevima u drugim sistemima (Slater i sar. 
1999; Yu i sar. 2003; Li i sar. 2003, 2004; Morris i sar. 2006), povećanju otpornosti 
biljka uvođenem nekoliko insekticidnih gena (Maqbool & Christou 1999; Maqbool i sar. 
2001; Rao i sar. 2001; Meiyalaghan i sar. 2010) ili uvođenjem kombinacija različitih 
korisnih karakteristika (Li i sar. 2009). Takođe, kao sistem za eliminaciju selektivnih 
marker gena, ko-transformacija je jedna od najčešće korišćenih metoda (Daley i sar. 
1998; Tu i sar. 2003; Vidal i sar. 2003 Breitler i sar. 2004; Park i sar. 2004; Dutt i sar. 
2008; Sripriya i sar. 2008, 2011). 
 
Koristeći tehnike transfera gena, više grupa autora pokazalo je da se frekvenca ko-





1987; Christou i sar. 1990; De Block & Debrouwer 1991; Carrer i sar. 1995; Poirier i 
sar. 2000; Chang i sar. 2002; Miller i sar. 2002; Radchuk i sar. 2005; Morris i sar. 2006; 
De Buck i sar. 2009; Ramana Rao & Veluthambi, 2010). Sa druge strane postoje podaci 
da frekvenca ko-transformacije može dostići i 35-88% (De Buck i sar. 1998; Schocher i 
sar. 1998; Tagu i sar. 1998; Park i sar. 2004; Faize i sar. 2011). 
 
Frekvece ko-integracije OCI i OCII gena kod sorti Dezire i Dragačevka, od 20 - 22%, 
ostvarene u ovom radu, u opsegu su onih (24% i 10%) prethodno dobijenih za ko-
transformaciju krompira sa dva različita soja A. tumefaciens i pri upotrebi samo jednog 
selekcionog marker gena (Chang i sar. 2002; Morris i sar. 2006). Veća efikasnost ko-
integracije gena prilikom ko-transformacije krompira postignuta je biolističkom 
tehnologijom: 41% za dva gena i 17% za tri gena (Romano i sar. 2003). Sa druge strane, 
značajno niža učestalost ko-integracije orizacistatinskih gena kod sorte Jelica više 
odgovara onima, manjim od 5%, dobijenim za druge sisteme (Noriyuki & Soh, 2004; 
Ferradini i sar. 2011). To, delimično, i nije iznenađujuće imajući u vidu da je pokušaj 
ko-trasformacije krompira Romano i saradnika (neobjavljeni rezultati) pomoću A. 
tumefaciens bio neuspešan. 
 
Prema Depicker-u i saradnicima (1985) svaki transformacioni događaj je nezavisan i 
učestalost ko-transformacije je jednaka produktu pojedinačnih frekvenci transformacije 
ako su dve T-DNK u različitim sojevima A. tumefaciens - što rezultuje u niskoj 
učestalosti ko-transformacije. Ipak, De Block & Debrouwer (1991) i Chang i saradnici 
(2002) zabeležili su mnogo više frekvence ko-transformacije prilikom infekcije biljnog 
tkiva sa dva agrobakterijska soja i selekciji za samo jedan od markera, nego što to 
predviđa hipoteza Depicker-a i saradnika. Isto tako, De Buck i saradnici (1998) su 
pokazali da je, prilikom ko-transformacije duvana i arabidopsisa, frekvenca integracije 
druge T-DNK u ćelijama koje su transformisane prvom selektovanom T-DNK, 
nezavisna od selekcije i da ko-transformacija biljne ćelije sa različitim sojevima A. 
tumefaciens, zapravo, predstavlja čest događaj. Visoke frevence ko-integracije - koje 
prilikom ko-transformacije mogu biti i veće od učestalosti integracije samo jednog od 
gena u biljnu ćeliju (De Buck i sar. 1998) - ukazuju na to da istovremeni transferi više 





DNK unutar specifičnog regiona genoma biljke posredovati inserciju druge T-DNK (De 
Buck i sar. 1998; Radchuk i sar. 2005). Istovremeno, prilikom ko-transformacije, 
integracija više transgena se najčešče dešava unutar jednog ili manjeg broja genskih 
lokusa biljke (Chen i sar. 1998; Wu i sar. 2002), sa visokom tendencijom fizičkog 
povezivanja dve ili više T-DNK prilikom kointegracije (De Neve i sar. 1997; De Buck i 
sar. 1999; Poirier i sar. 2000; Radchuk i sar. 2005). Kointegracija T-DNK, koje potiču 
sa različitih plazmida ili različtih agrobakterija, na isto mesto unutar genoma biljke 
podržava hipotezu o njihovoj ligaciji pre ili tokom insercije u genom biljke (De Buck i 
sar. 1999; Radchuk i sar. 2005). Takođe je moguće i da različite T-DNK najpre budu 
integrisane na isto mesto, a potom, i povezane. U ovom slučaju bi mesto integracije prve 
T-DNK delovalo kao “vruća” tačka za integraciju drugih T-DNK u isti lokus (Kohli i 
sar. 1998; Wu i sar. 2002).  
 
Povezivanje različitih T-DNK tokom ko-transformacije, obezbeđujući koordinisanu 
ekspresiju transgena, može biti prednost kada se nekoliko transgena koristi za kontrolu 
metaboličkih puteva ili proučavanje interakcije gena. Kosegregacija povezanih gena 
takođe je poželjna radi olakšanog dobijanja homozigotnih linija i integracije dodatnih 
transgena seksualnim ukrštanjem. Sa druge strane, vezana integracija T-DNK sa 
različitih plazmida otežava razdvajanje marker gena i gena od interesa - ako je cilj 
produkcija transgenih linija bez marker gena. 
 
Postojeći podaci podržavaju pretpostavku da je interakcija između bakterije i biljne 
ćelije glavni ograničavajući faktor prilikom ko-transformacije (Depicker i sar. 1986; 
McCormac i sar. 2001; Radchuk i sar. 2005) u odnosu na sam proces integracije T-DNK 
i broj biljnih ćelija kompetentnih da budu transformisane. Prema tome, relativna količina 
bakterijskih ćelija svakog bakterijskog soja tokom kokultivacije bi trebalo da ima uticaj 
na efikasnost ko-transformacije. U skladu sa tim Park i saradnici (2004) su postigli 
najveću efikasnost ko-transformacije koristeći smešu dve agrobakterije u jednakom 
odnosu. Sa druge strane, odnos agrobakterija (2:1, 1:1 ili 1:2) ne mora značajno da utiče 
na efikasnost ko-transformacije (Dutt i sar. 2008), što je u skladu sa rezultatima De 
Buck-a i saradnika (2000): da i T-DNK transfer i T-DNK integracija, zajedno i u istoj 





nalazima McCormac-a i saradnika (2001), frekvenca ko-integracije izgleda da ne zavisi 
od veličine T-DNK (Depicker i sar. 1986; McKnight i sar. 1987; De Neve i sar. 1997; De 
Buck i sar. 1998; Slater i sar. 1999; Poirier i sar. 2000) tako da, prilikom transfera 
posredovanog Agrobacterium-om, svaki gen ima jednake šanse za integraciju u biljni 
genom - nezvisno od veličine i prirode kodirajućeg regiona (Radchuk i sar. 2005). 
 
Prema tome, slične frekvence integracije OCI i OCII gena, zabeležene u ovom radu, 
mogu biti usled uspostavljanja interakcije bakterija/biljna ćelja iste efikasnosti - jer su 
oba plazmida unutar istog EHA101 soja A. tumefaciens i bakterijske suspenzije u odnosu 
1:1 korišćene prilikom inokulacije i iste uspešnosti T-DNK transfera i integracije u 
genom biljke domaćina jer se oba gena nalaze u istom regionu T-DNK i približno su iste 
veličine. Istovremeno, ovo objašnjava i slične frekvence kointegracije OCI i OCII kod 
sorti Dezire i Dragačevka, ali ne i, odnosu na njih, značajno manji procenat OCI/OCII 
transformanata sorte Jelica. Postojanje “vrućih” tačaka u bljnom genomu (Linacero i sar. 
2000), kao i podatak da visok nivo T-DNK transfera u biljnu ćeliju istovremeno ne mora 
da dovede i do visoke stope integracije T-DNK u biljni genom (Maximova i sar. 1998) 
upućuju na uticaj genoma domaćina na integraciju transgena - i mogu objasniti manji 
broj kanamicin rezistentnih biljaka dobijenih kod sorte Jelica, i možda, bar delimično, 
manju efikasnost ko-transformacije. Takođe, prema De Buck-u i saradnicima (2009) 
prilikom transformacije i ko-transformacije, biljna ćelija - a ne A. tumefaciens - je ta 
koja određuje kompleksnost obrasca integracije T-DNK.  
 
 
5.2. Re-transformacija OCI linije krompira sorte Jelica sa OCII genom 
 
Postupna re-transformacija transgenih biljaka sa dodatnim heterolognim genima nije 
metod koji se uobičajeno koristi za slaganje gena u genom biljaka koje se umnožavaju 
seksualnim putem, ali može biti atraktivan za one koje se, poput krompira, propagiraju 
vegetativnim putem. Nekoliko autora je pokazalo validnost ovog pristupa u multigenskoj 
kontroli metaboličkih puteva (Jobling i sar. 2002; Rosati i sar. 2003; Qi i sar. 2004), u 
povećanju otpornosti na abiotički stres (Singla-Pareek i sar. 2003) ili, na primer, 





Chan i sar. 2005; Ahmad i sar. 2010). Ovaj pristup posebno može biti uspešan za 
slaganje gena koji povećavaju otpornost prema štetočinama i patogenima jer omogućava 
da se drugi gen(i) doda transgenoj liniji koja već poseduje visoku ekspresiju prvog 
heterolognog gena (Meiyalaghan i sar. 2010; Ntui i sar. 2011; Rivero i sar. 2012).  
 
U cilju dodatnog povećanja otpornosti, prethodno dobijena OCI transformisana linija 21 
(OCI-21) krompira sorte Jelica je re-transformisana drugim cistatinskim genom 
poreklom iz pirinča, OCII. OCI-21 je, na osnovu visoke OCI ekspresije i normalnog 
fenotipa, izabrana kao početna roditeljska linija za re-transformaciju. 
 
Pad regenerativnog odgovora nakon inokulacije sa A. tumefaciens uobičajen je fenomen 
i uočen je prilikom dobijanja OCI transformisanih linija kao i prilikom ko-
transformacije. Ipak, nakon inokulacije OCI-21 linije zabeležen je značajan porast 
regenerativnog potencijala u odnosu na netransformisanu kontrolu. Ranije formiranje 
pupoljaka i porast regenerativnog potencijala nakon inokulacije odsečaka listova sorte 
Jelica dokumentovani su i ranije (Cingel i sar. 2010). Ovo može biti pripisano samom 
procesu transformacije koji može stimulisati diferencijaciju ćelija kalusa u meristemske 
ćelije (Wang i sar. 2005) i/ili efektu antibiotika cefotaksima, korišćenog za eliminaciju 
bakterija nakon inokulacije, koji može stimulisati pojavu kalusa i pozitivno delovati na 
regeneraciju i pojavu pupoljaka (Mathias & Boyd, 1986; Yepes & Aldwinckle, 1994; 
Bhau & Wakhlu, 2001; Danilova & Dolgikh, 2004). Ipak, kako su i neinokulisani OCI-
21 odsečci listova takođe pokazali povišeni regenerativni potencijal, koji se značajno 
nije razlikovao od inokulisanih eksplantata iste linije, uočeni porast morfogenetskog 
potencijala nije moguće povezati sa samim procesom re-transformacije. Nepostojanje 
ovih razlika ukazuje na moguće, bilo genetičke ili epigenetičke, promene povezane sa 
insercijom prvog (OCI) transgena.  
 
Genetičke promene mogu nastati usled nepovratnog narušavanja sekvence endogene 
biljne DNK, prilikom insercije heterolognog gena (Wilson i sar. 2006). Pokazano je da 
kod mnogih biljnih vrsta, uključujući i Solanaceae kao što su krompir i duvan (Koncz i 
sar. 1989; Lindsey i sar. 1993), učestalost insercija T-DNK unutar kodirajućih ili 





insercijom transgena (eng. insertion-site mutations), pogotovo ako je heterologni gen 
pod kontrolom snažnog promotora, mogu promeniti obrasce ekspresije susednih gena, 
na primer povećavajući ili smanjujući njihovu ekspresiju (Wilson i sar. 1996; Weigel i 
sar. 2000; Jeong i sar. 2002; Ichikawa i sar. 2003). Drugi tip mutacija koje se prenose na 
sledeće generacije - povezan sa samim procesom transformacije - može nastati u bilo 
kom delu biljnog genoma (eng. genome-wide mutations) i ogleda se u DNK 
polimorfizmu između transgenih i netransgenih biljaka (Sala i sar. 2000). Bhatt i 
saradnici (1998), kao i Wu i saradnici (2009), su pokazali da ove poslednje promene 
imaju uzrok epigenetičke prirode: sam proces transformacije može aktivirati 
transpozonske elemente (TEs) koji, potom, povećavaju stopu mutacija i genomske 
rearanžmane (Matzke & Matzke 1998; Matzke i sar. 2000) i čija je aktivnost pod 
normalnim okolnostima onemogućena hipermetilacijom DNK (Kubis i sar. 2003; 
Tanurdzic i sar. 2008). Pretpostavlja se da je isti mehanizam - aktivacija TEs - “krivac” i 
za somaklonalne varijacije, fenomen koji se vezuje za in vitro kulturu tkiva. TEs se 
mogu aktivirati demetilacijom, posebno izraženom tokom kalusne faze koja se 
karakteriše opštom redukcijom nivoa metilacije citozina (Kaeppler i sar. 2000; Guo i 
sar. 2007; Li i sar. 2007 Ngezahayo i sar. 2009).  
 
Da bi ispoljile totipotentnost, ćelije, bar delimično, “brišu” postojeće epigenetičke 
programe tokom dediferencijacije. U skladu sa tim, razlike u regenerativnom kapacitetu 
između genotipova mogu biti usled toga koliko brzo i lako epigenetičke odrednice mogu 
biti obrisane ili reprogramirane (Smulders & Klerk. 2011). Nakon regeneracije, 
epigenetiče odrednice se uspostavljaju de novo metilacijom DNK, i promene koje 
nastaju mogu biti usled netačnog ili nepotpunog “resetovanja” epigenetičkog programa 
razvića. Tako, na primer, Krizova i saradnici (2009) su, prateći formiranje kalusa i 
regeneraciju biljka duvana, zabeležili gubitak roditeljskog epigenetičkog imprinta kod 
25% regenerisanih biljaka, nezavisno od toga da li su roditeljski epialeli početno bili 
metilovani ili ne. Sa druge strane, epigenetski imprinti obezbeđuju i prolazno “sećanje” 
na program razvića i utiču na buduće reakcije i razviće ćelije (Roudier i sar. 2009), a 
ponekad se promena epigenetičke “memorije” može zadržati tokom najmanje osam 
generacija (Johannes i sar. 2009). Stoga je opravdano pretpostaviti da uzrok porasta 





budući da OCI-21 potiče od tkiva koje je prethodno prošlo kroz faze dediferencijacije i 
organogeneze.   
 
Prema PCR analizi, efikasnost integracije OCII gena prilikom re-transformacije OCI-21 
linije iznosila je 90,9%. Ovo je izuzetno visoka efikasnost imajući u vidu gotovo 
nepostojanje selekcionog pritiska prilikom re-transformacije (roditeljska OCI-21 linija je 
kanamicin-rezistentna) a postojeći podaci ukazuju na to da pod neselektivnim uslovima 
integracija T-DNK, kod krompra, ne prelazi 4,5% (De Vetten i sar. 2003). Takođe, 
postignuta frekvenca integracije je za 32,3% veća od one zabeležene nakon inokulacije 
originalne linije sorte Jelica sa istim sojem A. tumefaciens (Cingel i sar. 2010). Ova 
razlika može biti usled toga što ćelije koje su sposobne da stabilizuju jednu T-DNK 
mogu da poseduju veći potencijal da stabilizuju sledeću T-DNK u odnosu na one bez T-
DNK (Windels i sar. 2008). U tom slučaju bi mesto integracije prve T-DNK ili direktno 
moglo predstavljati “vruću” tačku i/ili, indirektno, omogućiti “otkrivanje” takvih mesta 
koja bi bila meta integracije T-DNK nakon Agrobacterium-posredovane transformacije 
prvim genom. Kako T-DNK “preferira” integraciju u hipometilovane, transkripciono 
aktivne regione genoma domaćina (Koncz i sar. 1989), logično je pretpostaviti i uticaj 
epigenetičkih promena koje bi učinile DNK biljke “otvorenijom” i “pristupačnijom” za 
integraciju T-DNK i time uticale na porast integracije drugog gena. U skladu sa tim je i 
moguća povezanost regenerativne sposobnosti i integracije gena, uočena u prethodnim 
eksperimentima transformacije (Cingel i sar. 2010), kao i prilikom re-transformacije 
sorte Jelica u ovom radu: u odnosu na netransgene eksplantate, nakon inokulacije, porast 
regenerativnog kapaciteta (za 28,1%) prati i porast integracije T-DNK (za 32,3%). 
 
Postignuta efikasnost integracije OCII gena pri re-transformaciji OCI-21 linije sorte 
Jelica od 90,9% i izvedena efkasnost re-transformacije u odnosu na ukupan broj 
polaznih eksplantata od 84,6% daleko su veće od onih dobijenih za druge sisteme: 
Cervera i saradnici (2009) su kod hibridnog citrusa, u zavisnosti od selekcije, zabeležili 
efikasnost re-transformacije od 2,5% (za higromicin) i 3,3% (za bialafos); Bisht i 
saradnici (2007) u studijama ponovnog uspostavljanja fertilnosti Brassica juncea su, u 
zavisnosti od korišćenog plazmida, ostvarili efikasnost re-transformacije od 8,9% i 





duvana koja eksprimira hitinazu (ChiC), kod 37% re-transformisaih izdanaka potvrdili 
ChiC⁄ WD ko-ekspresiju. Ramana Rao i saradnici (2011) su prilikom re-transformacije 
Chi11-transgene linije pirinča genom za osmotin (ap24) potvrdili prisustvo oba gena kod 
67% re-transformisanih linija.  
 
U odnosu na frekvencu ko-transformacije od 2,2%, ostvarenu prilikom simultane 
introdukcije OCI i OCII gena kod sorte Jelica, re-transformacija - iako vremenski 
zahtevnija - u ovom slučaju, pokazala se kao daleko efikasniji pristup.  
 
 
5.3. RT-PCR analiza OCI/OCII transformisanih linija krompira 
 
Nakon povređivanja biljke, mnogi geni su mobilisani u cilju odbrane i saniranja povrede 
na mestu napada ili stvaranju sistemskh signala u cilju odbrane ostalih delova biljke 
(Ryan, 1990; Kazan & Manners, 2008). Genima koji su zaduženi za odgovor biljaka na 
biotički ili abitoički stres “upravljaju” promotori koji usmeravaju ekspresiju direktno na 
mestu povrede ili infekcije, dok paralelna, sistemska indukcija ima potencijal da zašititi 
biljku samo kada je to potrebno (Ryan, 1990, 1992). Ova osobina čini promotore 
indukovane povređivanjem ili stresom idealnim za inženjering gena za otpornost ili 
insekticidne proteine koji će se “uključiti” samo u vreme napada. Prema tome, kako bi 
se sačuvala metabolička energija i smanjio mogući fiziološki uticaj rekombinantnih 
cistatina na metabolizam biljke domaćina i, istovremeno, izloženost neciljnih 
organizama transgenim PI svela na minimum – cistatini iz pirinča, krorišćeni u ovom 
radu, su pod kontrolom inducibilnog, pin2p promotora (Samac & Smigocki 2003). Ovaj 
promotor je normalno vezan uz PIN II gen (proteinazni inhibitor II) krompira, indukuje 
se povređivanjem ili ishranom insekta i omogućava istovremeno lokalnu i sistemsku 
akumulaciju PIN II proteina (Pena-Cortes i sar. 1988, 1995).  
 
Prisustvo pin2 promotora vezanog za druge gene je dovoljno da transgena biljka reaguje 
na specifične spoljne signale (Ryan & An, 1988): visokom ekspresijom heterolognog 
gena nakon indukcije patogenima ili povređivanjem a, istovremeno, u odsusvu stimulusa 





Wu, 1997). Tako, u transgenom pirinču, pin2 promotor obezbeđuje nisku konstituitivnu 
ekspresiju koja, nakon povređivanja ili tretmana metil jasmonatom, dostiže visok nivo 
(Xu i sar. 1993). Ekspresija transgena koju vodi pin2 promotor je istovremeno i lokalna i 
sistemska (Cheng & Wu, 1997) i dostiže maksimum nakon 24h (Keil i sar. 1990; Samac 
& Smigocki 2003). U transgenom pirinču kinetika i akumulacija PIN II proteina pod 
kontrolom vlastitog promotora može obezbediti zaštitu biljaka počev od 12h nakon 
povređivanja i ostati na visokom nivou više od 2 nedelje nakon inicijalne indukcije 
(Cheng & Wu, 1997). U skladu sa navedenim, sve analizirane OCI/OCII transformisane 
linije krompira su pokazale nisku konstitutivnu akumulaciju pin2p-OCI i pin2p-OCII 
transkripata i indukciju transkripcije oba orizacistatinska gena nakon povređivanja sa 
višestrukim uvećanjem kako OCI tako i OCII transkripata nakon 24h. 
 
Sa druge strane, konstitutivna ekspresija heterolognih gena, koja je u velikoj meri 
zastupljena kada su u pitanju i geni za povećanje otpornosti biljaka na predatore i 
patogene, može biti “problematična” iz nekoliko razloga. Ako je specifični transgen 
eksprimiran u pogrešnom trenutku razvića, u tkivima u kojima nije normalno 
eksprimiran ili je produkt transgena prisutan u velikoj količini - to može imati 
neočekivane posledice na rast i razviće biljke domaćina i, potencijano, na životnu 
sredinu (Potenza i sar. 2004; Dietz-Pfeilstetter, 2010). Tako, na primer, konstitutivna 
ekspresija transgena koji regulišu signalnu transdukciju odgovora na patogene može 
voditi ka smanjenju rasta (Bowling i sar. 1994, 1997) ili povećanoj osetljivosti biljke na 
druge patogene (Stuiver & Custers, 2001; Berrocal-Lobo i sar. 2002). Strahovanja da će 
prekomerna konstituitivna ekspresija toksina Bacillus thuringiensis u komercijalnim 
usevima ubrzati stvaranje otpornosti ciljnih insekata (Huang i sar. 1999) dovela su da 
Agencija za zaštitu životne sredine (eng. Environmental Protection Agency, EPA) uvede 
pravilo o sadnji netransgenih “utočišta” pored Bt-biljaka (http://www. epa. 
gov/oscpmont/sap/2000/october/brad4_irm. pdf). Takođe, prisustvo više transgena 
kojima upravlja isti konstitutivni promotor može dovesti do od homologije-zavisnog 
utišavanja gena, posebno ako su promotori visoko aktivni (Elmayan & Vaucheret, 
1996). Stoga, biljni inducibilni promotori, koji su precizno aktivirani kada i gde je to 





otpornosti prema štetočinama i patogenima (Potenza i sar. 2004; Meiyalaghan i sar. 
2006a; Senthilkumar i sar. 2010). 
 
Varijacije u ekspresiji transgena između nezavisno dobijenih linija sa povećanom 
otpornošću na insekte uobičajen je fenomen (Peferoen i sar. 1990; Van Rie i sar. 1994; 
Beuning i sar. 2001 Davidson i sar. 2002a, 2004; Meiyalaghan i sar. 2005, 2006a, 2011; 
Jacobs i sar. 2009; Senthilkumar i sar. 2010). Ova variranja se pripisuju nepredvidivom 
nivou ekspresije transgena kao posledice pozicionog efekta usled različitih mesta 
integracije T-DNK (Peach &Velten, 1991; Conner & Christey, 1994) i/ili razlika u broju 
kopija T-DNK integrisane u biljni genom (Hobbs i sar. 1993). Nivoi ekspresije različitih 
transgena unutar istog genoma biljke i količina transgene RNK dobijene u drugim 
sistemima (Wu i sar. 2002; Radchuk i sar. 2005; Meiyalaghan i sar. 2010) navode na 
zaključak da je, i nakon ko-transformacije, ekspresija jednog transgena nezavisna od 
ekspresije drugog. Dva OC gena, integrisana simultanom transformacijom sorti Dezire i 
Dragačevka, ili re-transformacijom sorte Jelica, pokazala su isti obrazac indukcije i 
sličan nivo ekspresije između nezavisno dobijenih transgenih linija. Ovo može biti 
objašnjeno činjenicom da je prilikom ko-transformacije, većina transgena integrisana u 
isti ili mali broj lokusa, a ko-integracija T-DNK sama po sebi ne vodi do represije 
ekspresije transgena usled faktora kao što su DNK rearanžmani ili metilacija (Radchuk i 
sar. 2005). Drugi mogući razlog je što su oba orizacistatinska gena pod kontrolom istog 
promotora. Takođe, korelacija između broja kopija gena i količine iRNK ne mora uvek 
da bude očigledna (Maqbool & Christou, 1999; Radchuk i sar. 2005; Morris i sar. 2006): 
jednako visok nivo ekspresije može biti postignut i sa jednom ili više kopija, bilo istog, 
ili različitih gena pod kontrolom istog promotora. 
 
 
5.4. Analiza rekombinantnih proteina 
 
Imunološka analiza proteinskog ekstrakta listova anti-OCI antitelima je potvrdila 
translaciju OC transkripata u proteine očekivane molekulske mase. U skladu sa 
transkrpcionim nivoom, nivo rekombinantnih OCI i OCII proteina u nepovređenim 





prikazani) i jasno vidljiv 24h nakon mehaničkog povređivanja. Ovakav obrazac 
akumulacije OCII proteina dokumentovan je i u biljkama lucerke transformisanim sa 
istim, pin2p-OCII, konstruktom (Ninković i sar. 2007). Oba rekombinantna orizacistatina 
su u aktivnoj konformaciji, što je pokazano snažnom inhibicijom cisteinske proteinaze 
papaina. Primetan nivo anti-papainske aktivnosti je, nakon povređivanja, zabeležen i kod 
kontrolnih netransformisanih biljaka - ukazujući na prisustvo endogenih, krompirovih 
proteina sa funkcijom sličnom cistatinima. Ovo može biti povezano sa prisustvom 
proteina od oko 55 kDa, detektovanim pomoću anti-OCI antitela kako kod kontrolnih 
tako i kod transformisanih linija u ovom radu, kao i prisustva povređivanjem inducibilne 
genske sekvence kod krompira, čija izvedena aminokiselinska sekvenca deli značajnu 
homologiju (45%) sa cistatinom I iz pirinča (Hildmann i sar. 1992).  
 
Sinteza aktivnih orizacistatina u transgenim biljkama krompira, kada su eksprimirani 
pojedinačno, potvrđena je i ranije, kako za OCI (Benchekroun i sar. 1995), tako i za 
OCII (Cingel i sar. neobjavljeni rezultati). Ipak, kada produkti dva različita transgena 
doprinose istoj osobini, varijacije u njihovoj ekspresiji mogu biti vidljive samo kao 
varijacije njihovog zajedničkog delovanja (Meiyalaghan i sar. 2010). Iako su 
kontrolisani istim promotorom nivo ukupne aktivnosti produkta dva orizacistatinska 
gena se razlikovao među transgenim linijama sorti Dezire i Dragačevka, dobijenih ko-
transformacijom, ali ne i između OCI/OCII linja sorte Jelica, dobijenih re-
transformacijom. Varijacije u aktivnosti heterolognih PI u zavisnosti od transgene linije, 
fiziologije biljke i prirode tkiva dokumentovano je u različitim sistemima (Cloutier i sar. 
2000; De Leo i sar. 2001; Cowgill i sar. 2004; Senthilkumar i sar. 2010). Ove varijacije 
ne moraju da oslikavaju mesto integracije ili broj kopija transgena, već, pre, 
nepredvidivi uticaj fenomena kao što su mutacije nakon integracije, orjentacija transgena 
ili promene u aktivnosti promotora nakon integracije heterolognog gena (Maqbool & 
Christou, 1999). Dodatno, bar u slučaju re-transformacije, nepredvidive promene u 
ekspresiji prvog transgena, nakon introdukcije drugog heterolognog gena (Meiyalaghan 








5.5. Morfološke karakteristike OCI/OCII linija krompira 
 
Unapređenje useva koji se propagiraju klonalnim putem pomoću genetičkih 
transformacija zahteva dobijanje transgenih linija sa adekvatnom ekspresijom 
heterolognog gena i istovremenim očuvanjem svih “elitnih” genetičkih atributa 
roditeljskog klona (Conner & Christey, 1994). Jedno od glavnih ograničenja postizanja 
ovih zahteva je pojava netipičnih biljaka - najčešće kao rezultat somaklonalnih varijacija 
i/ili insercione mutageneze koje mogu nastati u samoj kulturi tkiva i/ili tokom 
transformacije (Conner i sar. 1994; Conner, 2007; Barrell & Conner, 2011). Povrh toga, 
krompir je podložan somaklonalnim varijacijama u kulturi tkiva (Mitten i sar. 1990) čak 
i u odsustvu transformacije (Belknap i sar. 1994). Genotip, poreklo eksplantata, period 
kultivacije i uslovi kulture in vitro su četiri kritične varijable koje doprinose pojavi ovih 
genetičkih i fenotipskih odstupanja (Evans & Sharp, 1988). Učestalost pojave netipičnih 
biljaka, koja se pripisuje somaklonalnim varijacijama, u populaciji transgenih linija 
krompira, u zavisnosti od kultivara, kreće se između 15% i 80% (Dale & McPartlan, 
1992; Jongedijk i sar. 1992; Belknap i sar. 1994; Conner i sar. 1994; Davidson i sar. 
2002a,b, 2004; Heeres i sar. 2006; Meiyalaghan i sar. 2011). Redukcija pojave 
netipičnih biljaka tokom transformacije je neophodna, jer je, kod krompira, eliminacija 
somaklonalnih varijacija seksualnom hibridizacijom nemoguća bez istovremenog 
gubitka genetičkog integriteta početne linije. Sa druge strane, aseksualna reprodukcija 
trajno fiksira hemizigotni status transgena unutar visoko heterozigotne genetičke 
“podloge”. Iz tih razloga, transgene linije krompira se održavaju kao vegetativni klonovi 
počev od inicijalne selekcije transformanata u kulturi tkiva pa do (kao i tokom) 
eventualne komercijalne upotrebe (Conner, 2007).    
 
Pojava netipičnih biljaka se najčešće prevazilazi stvaranjem velike populacije transgenih 
linija - izborom obično po jednog izdanaka za svaki zasebni događaj transformacije - da 
bi se, na kraju, dobilo nekoliko linija sa željenim fenotipom i visokom ekspresijom 
transgena. Prilikom dobijanja velikog broja izdanaka, što najčešće jeste slučaj prilikom 
regeneracije krompira, obično se selektuju rani događaji regeneracije (Davidson i sar. 
2002a; Jacobs i sar. 2009). To se zasniva na široko rasprostranjenom gledištu da je pri 





varijacija (Birch, 1997) i pretpostavci da je kod izdanka kome treba više vremena da 
regeneriše veća i verovatnoća pojave somaklonalnih odstupanja. Nasuprot ovom 
ustaljenom gledištu, nedavno su, Barrell i Conner (2011), kao i Meiyalaghan i saradnici 
(2011) pokazali da, nakon transformacije, kasniji događaji regeneracije daju veći 
procenat fenotipski normalnih biljaka krompira od onih koji se dešavaju ranije. Iako je, u 
našem radu, izbor regenerisanih izdanaka nakon inokulacije bio nasumičan, a vizuelna 
selekcija biljaka za umnožavanje i analizu je vršena nakon ožiljavanja na RIM podlozi, 
vidljive morfološke razlike između netransformisanih i izabranih OCI/OCII linija 
krompira nisu uočne. Fenotipska odstupanja nisu bila vidljiva ni kod biljka gajenih u 
uslovima in vitro, kao ni kod biljaka gajenih u uslovima staklenika. Ipak, u T1 generaciji 
(klonalna T1 generacija dobijena iz krtola T0 biljka) kontrolnih i transgenih linija gajenih 
na oglednoj parceli, jasna odstupanja od normalnog fenotipa su zabeležena za OCI/OCII 
liniju 4 sorte Jelica. Neočekivane performanse ove transgene linije u prirodnim uslovima 
mogu biti pripisane plejotropnom efektu ekspresije heterolognih gena, insercionim 
mutacijma i/ili epigenetičkim ili mutagenim fenomenima vezanim za kulturu tkiva i fazu 
regeneracije tokom transformacije krompira. 
 
Neočekivani fenotip transgenih linija može biti posledica same ekspresije transgena - 
posebno u slučaju heterolognih PI, ove potencijalne interakcije mogu nastati usled 
strukturne homologije endogenih proteinaza biljke sa ciljnim proteinazama PI (Goulet i 
sar. 2008). Endogene cisteinske proteinaze viših biljaka učestvuju u različitim 
fiziološkim procesima (Yonezawa i sar. 1998; Kato i sar. 1999), igraju važnu ulogu u 
senescenciji biljaka (Guerrero i sar. 1998) i ključni su enzimi regulacije programirane 
ćelijske smrti (Solomon i sar. 1999). Tako, na primer, iako rane studije ekspresije OCI u 
duvanu nisu pokazale vidljive fenotipske posledice (Masoud i sar. 1993), kasnije 
evaluacije su otkrile promene morfoloških parametara kao što su povećana brzina rasta, 
veća biomasa i ranije cvetanje (Gutierrez-Campos i sar. 2001) i povećan sadržaj proteina 
u listovima (Prins i sar. 2008) ili, nasuprot tome, smanjeni rast, manje razvijene listove i 
nešto manju ukupnu biomasu (Van der Vyver i sar. 2003). Patuljasti rast i smanjenje 
veličine listova kao moguća posledica ekspresije OCII uočena je i kod transgenih biljaka 
lucerke (Ninković, 2002). Isto tako, ekspresija drugih insekticidnih proteina - lektina, 





transgenih listova krompira (Birch i sar. 2002). Sa druge strane, konstituitivna ekspresija 
CDI, inhibitora aspartatnih proteaza, nije ispoljila vidljivi uticaj na fenotip biljaka 
krompira (Brunelle i sar. 2004), kao ni prisustvo cisteinskih PI, OCI ili OCII 
(Benchekroun i sar. 1995; Cingel i sar. 2010). Takođe, ni integracija i koespresija 
cry1Ac9 i cry9Aa2, postignuta bilo ko-transformacijom ili re-transformacijom, nije 
promenila fenotip transgenih linija krompira (Meiyalaghan i sar. 2010), niti je 
koekspresija sporamina (inhibitor tripsina) i CeCPI (fitocistatin) uticala na fenotip 
transgenih biljaka duvana (Senthilkumar i sar. 2010). Kako sve OCI/OCII linije sorte 
Jelica pokazuju sličan nivo inhibitorne aktivnosti, uočene fenotipske promene kod linije 
4 se, najverovatnije, ne mogu pripisati plejotropnom efektu ekspresije transgena. 
Nepostojanje direktnog međusobnog afiniteta rekombinantnih orizacistatina i endogenih 
krompirovih proteinaza (Michaud i sar. 1994b; Benchekroun i sar. 1995), takođe, može 
objasniti normalno razviće i fenotip ostalih OCI/OCII linija krompira. Iako neke od ovih 
“nenamernih” plejotropnih promena, nastalih ekspresijom heterolognih PI, mogu 
predstavljati korisne osobine (Schluter i sar. 2010), kao što je bolji rast (Gutierrez-
Campos i sar. 2001) ili otpornost na niske temperature (Van der Vyver i sar. 2003) 
biljaka duvana koje eksprimiraju OCI - odsustvo “mešanja” rekombinantnih PI u 
metabolizam domaćina je važno za produkciju “zdravih” transgenih biljaka koje 
eksprimiraju heterologni inhibitor sposoban da reaguje sa ciljnim proteinazama 
predatora ili patogena. 
 
Insercione mutageneze kod arabidopsisa dovode do dramatičnih fenotipskih promena 
(Feldmann, 1991), sličnih onima koje su uočene kod transgenog krompira koji raste u 
polju, u ovoj, kao i u ranijim studijama (Conner i sar. 1994). Ipak, da bi se ova 
odstupanja pripisala insercionoj mutagenezi potrebno je pokazati 100% kosegregaciju 
insertovanog gena i uočenih promena (Walden i sar. 1991), što je u slučaju OCI/OCII 
linije 4 sorte Jelica nemoguće, pošto nije cvetala niti donela seme. Sa druge strane, kako 
je početna transformisana biljka hemizigotna za heterologni gen, ne očekuje se da 
inserciona mutageneza bude ispoljena kod bijaka nastalih njenim umnožavanjem u 
kulturi in vitro, kao ni u sledećim klonalnim generacijama. Ovo posebno važi za 
krompir, koji je autotetraploid i poseduje još tri alela koji potencijalno mogu nadomestiti 





visoke heterozigotnosti komercijalih kultivara krompira, inserciona mutageneza može 
proizvesti vidljive fenotipske promene - ovakvi fenomeni se smatraju izuzetno retkim 
događajem (Conner i sar. 1994).   
 
Stoga, najprihvatljivije objašnjenje za fenotipska odstupanja OCI/OCII linije 4 sorte 
Jelica uključuje fiziološke, epigenetičke ili genetičke promene povezane sa kulturom in 
vitro i fazom regeneracije izdanaka tokom transformacije. Ovakve promene su poznate 
za biljke regenerisane u kulturi tkiva (Evans, 1989; Karp, 1991) i često su uočavane kod 
krompira kada raste u spoljašnim uslovima (Shepard i sar. 1980; Secor & Shepard, 
1981; Potter & Jones, 1991; Conner i sar. 1994). Odstupanja od normalnog fenotipa u 
spoljašnjim uslovima nisu očekivana za kontrolne, roditeljske linije jer one potiču iz in 
vitro kulture izdanaka i nisu regenerisane iz dediferenciranih ćelija (Potter & Jones, 
1991). Ove promene mogu biti prolazne prirode i povezane sa združenim uticajem 
uslova in vitro, korišćenih regulatora rastenja i selektivnih agenasa. U tom slučaju može 
se očekivati da u narednim generacijama biljke budu “reprogramirane” ka svom 
normalnom razvojnom ciklusu (Conner i sar. 1994). Sa druge strane, promene 
indukovane u kultiri tkiva povezane sa stabilnim promenama u ekspresiji gena - 
somaklonalnim varijacijama - mogu dovesti do smanjenog rasta, netipičnog oblika 
listova i drugih promena u razviću. Ovakvo odstupanje od normalnog fenotipa, čiji je 
uzrok promena u broju hromozoma i/ili njihovi strukturni rearanžmani, može biti 
učestalo u populaciji transgenog krompira (Visser i sar. 1989a,b; Vries-Uijtewaal i sar. 
1989; Leij i sar. 1991; Imai i sar. 1993; Conner i sar. 1994; Meiyalaghan i sar. 2011). 
Ove studije upućuju na to da su uočene fenotipske varijacije prilikom rasta transgenog 
krompira u spoljašnjim, prirodnim uslovima posledica genetičkih ili epigenetičkih 
promena koje se dešavaju tokom kulture tkiva i faze regeneracije biljaka pri 
transformaciji, pre nego insercione mutageneze ili fiziološke cene usled ekspresije 
heterolognih gena. Prema Conner-u i saradnicima (1994) performanse transgenih linija i 
postojanje mogućih somaklonalnih varijacija su vidljivije u promenljivim prirodnim 
uslovima dodatnog stresa (npr. temperatura, dostupnost vode i nutritienata) nego u 







5.6. Biotest sa larvama krompirove zlatice (Leptinotarsa decemlineata Say) 
 
Krompirova zlatica (Leptinotarsa decemlineata Say) je glavna štetočina krompira u 
mnogim delovima sveta. Kako je vrlo brzo stekla otpornost na većinu pesticida 
(Forgash, 1985) i, istovremeno, usled ekonomskih troškova primene insekticida, 
nametnula se potreba za novim sredstvima kontrole ovog insekta. Genetičke 
transformacije biljaka sa sekvencama DNK koje kodiraju faktore otpornosti na 
herbivore, poslednje dve dekade, predstavljaju alternativu sintetičkim insekticidima za 
kontrolu štetočina poput krompirove zlatice (Meeusen & Warren, 1989; Estruch i sar. 
1997). Razvoj i komercijalizacija varijeteta krompira koji eksprimiraju toksine iz 
Bacillus thuringiensis (Bt) i pokazuju visoku otpornost na krompirovu zlaticu (Gill i sar. 
1992; Perlak i sar. 1993; Wierenga i sar. 1996), su najbolji primeri uspešnosti ovog 
pristupa. Bt-toksini, ipak, uzrokujući akutnu smrtnost, donose i rizik da preko snažnog 
selektivnog pritiska dovedu do stvaranja rezistentnosti unutar genetički raznolikih 
populacija insekata koje mogu razviti sposobnost da inaktiviraju toksin (Oppert i sar. 
1996; Michaud, 1997), kao i da razviju otpornost na Bt usled nedostatka alela za 
proteinaze koje su neophodne za aktivaciju Bt-protoksina (Oppert i sar. 1997) ili da 
usled mutacija na membranskim receptorima budu neosetljivi na Bt-toksin (Baxter i sar. 
2011). Zbog ovog postoji narastajuća bojazan da će efektivnost Bt-transgenih biljaka biti 
smanjena jer evolucija Bt-rezistentnosti među insektima postaje sve prisutniji fenomen 
(Tabashnik i sar. 2009).  
 
Nasuprot Bt-toksinima, proteazni inhibitori (PI), usled antinutritivnog delovanja, 
pojavljuju se kao dugoročnije sredstvo kontrole. Kako PI pre deluju smanjujući 
adaptivnu vrednost insekata redukujući brzinu rasta, i reprodukciju i povećavajući 
trajanje razvića (Estruch i sar. 1997) - mogućnost za stvaranje rezistentnosti na njih je 
značajno manja. Takođe, hronični efekat PI, kao što je, na primer, produženje trajanja 
razvića, može delovati sinergistički sa prirodnim neprijateljima insekta, povećavajući 
mogućnosti predatorstva ili parazitizma (Kusnierczyk i sar. 2007; Kollner i sar. 2008).  
  
Narušavanje digestije proteina i snabdevanja organizma amino kiselinama usled 





delotvoran pristup za kontrolu štetočina (Johnson i sar. 1989; Hilder i sar. 1992). Uticaj 
veštačke dijete sa visokom koncentracijom serinskih PI na preživljavanje, rast i razviće 
larvi različitih redova insekata dokumentovano je od strane više autora (Broadway & 
Duffey, 1986; Larocque & Houseman, 1990; Johnston i sar. 1993; Burgess i sar. 1994). 
Na isti način, pokazan je i negativan uticaj cisteinskih PI na adaptivnu vrednost insekata 
(Chen i sar. 1992; Orr i sar. 1994; Azzouz i sar. 2005; Aguiar i sar. 2006; Kiggundu i sar. 
2010). Ipak, dok količina PI u veštačkoj dijeti može biti kontrolisana, PI eksprimirani in 
planta su obično u nižoj koncentraciji, a njihova količina može varirati u zavisnosti od 
transgene linije, fiziologije biljke domaćina i biljnog tkiva (Cloutier i sar. 2000; De Leo i 
sar. 2001; Cowgill i sar. 2004; Abdeen i sar. 2005) tako da često mogu uzrokovati samo 
usporavanje rasta i razvića ciljnog insekta (Hilder i sar. 1987; Johnson i sar. 1989; 
McManus i sar. 1994). 
 
Fitofagni insekti iz reda Coleoptera generalno koriste cisteinske proteinaze za proteinsku 
digestiju (Murdock i sar. 1987), a neki, pored cisteinskih, koriste i druge klase proteinaza 
(Mochizuki, 1998). Krompirova zlatica, koja pripada koleopterama, digestiju proteina 
bazira na serinskim, cisteinskim i aspartatnim proteinazama (Wolfson & Murdock, 1987; 
Thie & Houseman, 1990; Michaud i sar. 1993; Brunelle i sar. 1999). 
 
E-64, specifični inhibitor svih poznatih cisteinskih proteinaza izolovan iz Aspergillus 
japonicum (Hanada i sar. 1978) pokazao je značajnu inhibiciju rasta larvi krompirove 
zlatice (Wolfson & Murdock, 1987; Bolter & Latoszek-Green, 1997), kao i toksični 
efekat tokom razvića larvi drugih koleoptera (Murdock i sar. 1988; Oppert i sar. 1993). 
Ovi rezultati su ukazivali da bi indukcija inhibitora cisteinskih proteinaza krompira 
trebala imati sličan efekat. Hildmann i saradnici (1992) su pokazali da mehaničko 
povređivanje listova krompra rezultuje transkripcijom gena za inhibitore cisteinskih i 
aspartatnih proteinaza. Ipak, suprotno očekivanjima na osnovu rezultata sa E-64, rast i 
razviće larvi krompirove zlatice nisu pogođeni ishranom listovima krompira kod kojih 







Оba orizacistatina, i OCI i OCII, eksprimirani u transgenim biljkama, pokazuju 
potencijal u kontroli štetočina koje koriste cisteinske proteinaze za varenje proteina 
(Leple i sar. 1995; Samac & Smigocki, 2003; Ribeiro i sar. 2006; Ninković i sar. 2007). I 
za OCI i za OCII, pokazano je da in vitro svaki posebno, u zavisnosti od pH, može 
inhibirati 20-80% proteolitičke aktivnost ekstrakta creva krompirove zlatice (Michaud i 
sar. 1993; Benchekroun i sar. 1995), tako što od dve glavne digestivne cisteinske 
proteinaze krompirove zlatice (Thie & Houseman, 1990), selektivno inhibiraju 
cisteinsku proteinazu katepsin H, ali ne i katepsin B (Kondo i sar. 1990; Michaud i sar. 
1994a). Ipak, pesticidni efekat cistatina iz pirinča kada su pojedinačno eksprimirani u 
biljkama krompira, u slučaju krompirove zlatice, potrebno je dodatno unaprediti 
(Cloutier i sar. 1999, 2000; Cingel, 2006). Stoga su u ovom radu, da bi se pojačao njihov 
inhibitorni opseg i, eventualno, ostvario dodatni efekat ukupne efikasnosti ovih 
inhibitora, OCI i OCII koeksprimirani u transformisanim linijama krompira. 
 
 
5.6.1. Uticaj rekombinantnih OC na preživljavanje larvi krompirove zlatice 
 
Ishrana larvi krompirove zlatice OCI/OCII listovima praćena u ovom radu nije uticala na 
smrtnost, i stopa preživljavanja larvi na listovima svih transgenih linija krompira 
iznosila je 100%. To je bilo i očekivano, jer su prethodno i OCI-linija krompira sorte 
Kenebek (Cloutier i sar. 1999, 2000) i OCII-linije sorti Dezire, Dragačevka i Jelica 
(Cingel, 2006), za ovaj parametar, “poraženi” od strane insekta. Isto tako, OCI-linija 
sorte Kenebek nije povećala smrtnost druge važne severnoameričke štetočine krompira, 
Macrosiphum euphorbiae (Ashouri i sar. 2001), niti je ekspresija OCI u uljanoj repici 
uticala na preživljavane larvi koleoptera Psylliodes chrysocephala (Girard i sar. 1998) i 
Baris coerulescens (Bonade-Bottino i sar. 1999) kao ni hemiptere Myzus persicae 
(Rahbe i sar. 2003). Takođe, ni inhibicija druge važne digestivne cisteinske proteinaze 
krompirove zlatice, katepsina B, cistatinom iz ječma nije uticala na preživljavanje larvi 
(Alvarez i sar. 2007). Suprotno od ovih rezultata, Lecardonnel i saradnici (1999) su 
zabeležili snažan negativni uticaj transgenih OCI-lnija krompra cv. Bintje i cv. BF15 na 
larve krompirove zlatice, sa stopom smrtnosti do 53%, koja odgovara onoj za E-64 





sinergističke interakcije između OCI i prirodnih odbrambenih jedinjenja korišćenih linija 
krompira i/ili samih stresnih uslova biotesta.  
 
Iako nije uticala na smrtnost, ishrana transgenim OCI/OCII listovima krompira sorti 
Dezire, Dragačevka i Jelica imala je značajan uticaj na različite performanse rasta i 
razvića larvi krompirove zlatice: larve na transgenim listovima su brže prolazile kroz 
stupnjeve razvića, rasle su i konzumirale listove brže i ranije su dostizale maksimum 
mase, “usporavajući” sa ishranom i ulazeći u prepupalnu fazu razvića. Takođe, u odnosu 




5.6.2. Trajanje razvića 
 
Jedna od očekivanih posledica ingestije PI je smanjenje performansi ciljnog insekta u 
smislu odlaganja presvlačenja i produženog vremena razvića: ishrana larvi krompirove 
zalatice na biljkama pre-tretiranih sa metil jasmonatom ili arahnoidnom kiselinom - 
jedinjenjima koji indukuju različite odbrambene gene kod krompira - odlaže 
presvlačenje i usporava razviće larvi (Rivard i sar. 2004). Isto tako, razviće larvi 
krompirove zlatice na dijeti sa E-64, može biti produženo do nedelju dana u odnosu na 
larve na kontrolnim listovima (Bolter & Latoszek-Green, 1997). Međutim, ishrana larvi 
krompirove zlatice OCI/OCII listovima krompra imala je upravo suprotan efekat – 
skraćenje vremena razvića larvi za oko tri dana i dva dana raniju pojavu adulta. Sličan 
uticaj na adaptivnu vrednost larvi kompirove zlatice dokumentovan je i za svaki od 
orizacistatina kada su pojedinačno eksprimirani u biljkama krompira: OCI može skratiti 
trajanje razvića larvi (Lecardonnel i sar. 1999; Cloutier i sar. 1999) i dovesti do, više od 
jednog dana, ranije pojave adulta (Cloutier i sar. 1999) a razviće larvi na OCII-listovima 
može trajati oko 2 dana manje (Cingel, 2006). OCI u transgenim biljkama krompira 
može skratiti i razviće Macrosiphum euphorbiae (Ashouri i sar. 2001), a ingestija OCI 
preko plena koji se hranio transgenim biljkama inicijalno skraćuje trajanje larvenih 
supnjeva korisnog insekta predatora Harmonia axyridis (Ferry i sar. 2003). Takođe, 





Spodoptera littoralis na transgenim biljkama duvana (De Leo i sar. 1998) a koekspresija 
krompirovih inibitora serinskih proteinaza i karboksipeptidaza (PI-II/PCI) u paradajzu 
može omogućiti larvama Heliothis obsoleta brži ulazak u L4 (Abdeen i sar. 2005). I 
drugi nutritivni modifikatori mogu imati sličan efekat: ishrana na nptII-gus (selektivni i 
reporter gen) transformisanim listovima krompira može ubrzati razviće larvi krompirove 
zlatice i dovesti do 2,5 dana ranije pojave adulta (De Turck i sar. 2002). 
 
Ovakav uticaj orizacistatina se može smatrati pozitivnim jer i sama prirodna selekcija 
teži da skrati vreme razvića insekta: brže završavanje razvića smanjuje izloženost larvi 
predatorima i time povećava verovatnoću preživljavanja (Roff, 2000). Isto tako i ranija 
pojava adulta je prednost jer omogućava raniju reprodukciju. Prema tome, za ovaj aspekt 
perfomansi insekta, očigledno je da krompirova zlatica ne samo da kompenzuje 
negativan uticaj prisustva orizacistatina u ishrani već ostvaruje i izvesnu prednost u 
odnosu na larve hranjene netransformisanim listovima krompira.     
 
 
5.6.3. Parametri rasta i ishrane larvi 
 
Druga očigledna prednost koju larve krompirove zlatice ostvaruju na OCI/OCII 
transformisanim listovima krompira je ubrzan rast. Masa larvi nakon sedam dana ishrane 
listovima koji eksprimiraju oba orizacistatina bila je oko dva puta veća u odnosu na 
larve iste starosti koje su rasle na kontrolnim, netransformisanim listovima. Ove izuzetne 
performanse rasta na transformisanim listovima larve su ispoljavale tokom L2 i L3 
(dnevno su do oko 30% brže uvećavale masu) ali ne i tokom L4 kada je efekat 
OCI/OCII tretmana na brzinu rasta prestao biti značajan. Uporedo sa porastom brzine 
rasta, L2 i L3 larve su pokazale i značajno povećanje performansi ishrane: porast brzine 
konzumacije u približno istoj srazmeri kao brzine rasta rasta (do oko 30%), kao i 
vraćanje brzine konzumacije na kontrolni nivo tokom L4. Istovetan fenomen je 
zabeležen za nutritivni stres izazvan prisustvom kako OCI u ishrani L2i L3 larvi 
krompirove zlatice (dnevni porast GR i CR od 28% i 14%), tako i OCII (dnevni porast 
GR i CR od 38% i 35%), kao i odsustvo razlika u odnosu na larve na netransformisanim 





larvi na listovima koji eksprimiraju PI pokazan je i za druge sisteme: brzina rasta 
Thysanoplusia orichalcea je povećana kada se larve hrane na duvanu koji eksprimira 
inhibitor himotripsina (McManus i sar. 1994); larve Spodoptera littoralis na transgenim 
biljkama duvana koje eksprimiraju inhibitor tripsina mogu pokazati povećanu brzinu 
rasta i ishrane (De Leo i sar. 1998); Koleoptera Psylliodes chrysocephala pokazuje veću 
masu u odnosu na kontrolu kada raste na OCI-uljanoj repici (Girard i sar. 1998); 
subletalna koekspresija krompirovih PI-II and PCI inhibitora u paradajzu povećava 
brzinu rasta i ishrane larvi Heliothis obsoleta (Abdeen i sar. 2005); larve Lymantria 
dispar dostižu skoro dva puta veću masuu ako se u veštačku dijetu doda inhibitor 
serinskih proteinaza iz kupusa (Broadway 1995). Takođe, vredan pažnje je i podatak o 
stalno prisutnom povećanju apetita Perillus bioculatus, prirodnog predatora krompirove 
zlatice (Ashouri i sar. 1998), kao i larvi H. axyridis (Ferry i sar. 2003) kada se hrane 
plenom na OCI-dijeti. 
  
Ingestija tkiva koja sadrže PI kod mnogih insekata izaziva promene u ponašanju i 
fiziološke protivmere usmerene ka prevazilaženju digestivne inhibicije. Subletalni nivo 
PI može da stimuliše hranjenje i indukuje overprodukciju proteolitičkih enzima. 
Overprodukcija digestivnih proteinaza, potom, može da uzrokuje povećanje brzine rasta. 
Tako, na primer, stimulacija ishrane i 6 puta povećana aktivnost himotripsina nakon 
ingestije tripsinskog inhibitora iz soje (SBTI) mogu da objasne povećanu brzinu rasta 
Melanoplus sanguinipes, (Hinks & Hupka, 1995), a povećanje brzine rasta Psylliodes 
chrysocephala na OCI transgenoj uljanoj repici prati dvostruko povećanje proteolitičke 
aktivnosti usled overprodukcije cisteinskih (OCI senzitivnih) i serinskih (OCI 
insenzitivnih) digestivnih proteinaza (Girard i sar. 1998). Overprodukcija digestivnih 
enzima može dovesti do deficita važnih aminokiselina i tako umanjiti rast i druge 
parametre performanse insekta, što i jeste jedan od pretpostavljenih modela delovanja PI 
(Broadway & Duffey, 1986; Gatehouse i sar. 1992). Ipak, u uslovima ad libitum ishrane, 
larve mogu povećati brzinu konzumacije kako bi odgovorile zahtevima overprodukcije 
digestivnih enzima. Povratno, povećani unos hrane može stimulisati hipersekreciju 
proteinaza i obezbediti normalan rast i razviće larvi uprkos prisustvu PI (Winterer & 
Bergelson, 2001) ili čak ubrzati rast i razviće larvi (Girard i sar. 1998). Na taj način, 





dovesti i do većeg gubitka biomase transformisanih genotipova u odnosu na 
netransformisane biljke (De Leo i sar. 1998; Cloutier i sar. 2000; Winterer & Bergelson, 
2001; Abdeen i sar. 2005; Steppuhn & Baldwin, 2007). Ovaj adaptivni odgovor insekata 
ne zahteva “prepoznavanje” specifičnog inhibitora već, pre, predstavlja opšti mehanizam 
koji se aktivira u odgovoru na nutritivni stres izazvan izlaganjem subletalnim količinama 
inhibitora (Abdeen i sar. 2005). 
 
Hipertrofičko ponašanje larvi krompirove zlatice na OCI/OCII transformisanim 
listovima, može navesti na pretpostavku o postojanju nutritivnog disbalansa koji se 
kompenzuje povećanom ingestijom (Simpson & Simpson, 1989; Winterer & Bergelson, 
2001). Međutim, prethodno je pokazano da je nutritivni kvalitet OCI transgenih listova 
(Cloutier i sar. 1999) i OCII transformisanih listova krompira (Cingel, 2006) približno 
jednak netransformisanim listovima za larve kromipirove zlatice, uprkos tome što je 
konzumiranje transgenih listova brže. Obzirom da efikasnost konverzije lisne mase u 
biomasu (ECI) larvi krompirove zlatice na OCI/OCII listovima, nije značajno 
promenjena u odnosu na larve koje se hrane netransformisanim listovima može se 
zaključiti da je kompenzatorni porast unosa hrane anulirao negativne postingestivne 
efekte transformisanih listova. Smanjenje ECI na OCI-listovima zabeleženo za adulte 
krompirove zlatice (Cloutier i sar. 2000), čiji je ukupni proteolitički potencijal za 70-
75% manji od onoga kod larvi (Michaud i sar. 1995a), sugeriše postojanje praga iznad 
kojeg kompenzacija nutritivnog disbalansa povećanom brzinom konzumacije hrane nije 
moguća.  Poznato je da nivo ishrane insekata zavisi od ravnoteže i dostupnosti 
nutritienata u hrani (Simpson & Simpson, 1989; Simpson & Raubenheimer, 1993). 
Mehanizmi regulacije koji uključuju indikatore nutritienata u hemolimfi insekta mogu 
biti izmenjeni prisustvom heterolognih cistatina u ishrani, posebno ako osnovne 
aminokiseline deluju kao indikatori te ravnoteže. To je očekivano ako je digestija 
proteina nekompletna ili ako je dinamika hidrolize proteina znatno izmenjena usled 
specifične inhibicije digestivnih proteaza ili promene njihovog profila. Ovo obrazloženje 
je u skladu sa izrazito povećanim apetitom L2 i L3 larvi krompirove zlatice na 
OCI/OCII transgenim listovima, kao i sa istim efektom dokumentovanom ranije za 
transgene linije krompira koje eksprimiraju jedan od orizacistatina (Cloutier i sar. 1999, 






Ako u poređenje između tretmana uključimo i vreme razvića pojedinih larvenih 
stupnjeva - koje je prema rezultatima dobijenim u ovom radu, kao i rezultatima 
dobijenim za OCII linije krompira (Cingel, 2006) u očiglednoj korelaciji sa brzinom 
rasta - nameće se zaključak da je povećanje performansi rasta i ishrane L2 i L3 larvi na 
OCI/OCII listovima usmereno ka zadržavanju normalne adaptivne vrednosti, u smislu 
održavanja telesne mase na kontrolnom nivou. Na ovaj način L2 larve delimično 
uspevaju kompenzovati potencijalni gubitak adaptivne vrednosti prilikom ingestije 
rekombinantnih orizacistatina, L3 ga kompenzuju u potpunosti, a brzina rasta i 
konzumacije hrane kod L4 ukazuju na aklimaciju larvi na prisustvo heterolognih PI. Za 
razliku od L2-L3 larvi na OCI-dijeti koje pokazuju sposobnost da prekompenzuju 
potencijalno negativan uticaj prisutnog PI (Cloutier i sar. 1999) ili potpuno kompenzuju 
OCII (Cingel, 2006), koekspresija oba orizacistatina, početno (tokom L2), pokazuje 
blagu, ali značajnu redukciju adaptivne vrednosti. Nakon toga, tokom L3, telesna tezina 
larvi se vraća u okvire kontrolnog nivoa, verovatno usled postepene zamene OC-




5.6.4. Analiza digestivnih proteinaza 
 
Poznato je da krompirova zlatica digestivnu proteolizu bazira na cisteinskim i 
aspartatnim proteinazama (Wolfson & Murdock, 1987; Thie & Houseman, 1990; 
Michaud i sar. 1993) ali detektovana je i minorna digestivna aktivnost sa 
karakteristikama serinskih i metalo proteinaza (Novillo i sar. 1997). Cisteinske 
proteinaze krompirve zlatice su slične sisarskim katepsinima B i H i čine oko 66% 
ukupne digestivne proteolitičke aktivnosti (Bolter & Latoszek-Green, 1997) a specifične 
aspartatne proteinaze su nalik katepsinu D (Thie & Houseman, 1990) i čine oko 35% 
digestivne proteolize (Bolter & Latoszek-Green, 1997). Cisteinska proteinaza slična 
katepsinu H je snažno inhibirana orizacistainima I i II, ali aktivnost katepsina B, koja 
čini značajan deo ukupne digestivne proteolize krompirove zlatice, ostaje nepromenjena 





nakon 24h, dovodi do smanjenja ukupne proteolitičke (azokazeinazne) digestivne 
aktivnosti L3 larvi do 56%, što je praćeno smanjenjem aktivnosti cisteinskih proteinaza 
do 62%. Sa druge strane, proteazna aktivnost kod L3 larvi krompirove zlatice koja je pri 
hroničnoj ingestiji OCI/OCII listova u okviru kontrolnog nivoa, ukazuje na 
prevazilaženje početnog, negativnog uticaja rekombinantnih orizacistatina. Iako ovakva 
aklimacija pri hroničnoj ingestiji rekombinantnih orizacistatina nije zabeležena kod larvi 
hranjenih OCI/OCII listovima linije 22 sorte Dezire, prisustvo aktivnih (neinhibiranih) 
proteinaza u crevima insekta, u ovom slučaju, može dovesti do fiziološke 
komplementacije funkcije inhibiranog katepsina H. Takođe, pokazano je da larve 
krompirove zlatice normalno poseduju veći nivo digestivnih proteinaza od onog 
neophodnog za opstanak, i da su, na primer, uprkos smanjenju ukupne aktivnosti 
digestivnih proteinaza za oko 42% sposobne da se razvijaju i rastu normalno (Botler & 
Jongsma 1995). Isto tako, kada su izazvane prisustvom nativnih PI paradajza, koji nije 
“gostoljubiv” domaćin, larve krompirove zlatice mogu da povećaju digestivnu 
proteolizu do 4,2 puta u odnosu na onu kada se hrane krompirom (Overney i sar. 1997). 
Povrh toga, krompirova zlatica pokazuje i sposobnost da na prisustvo povećane količine 
inhibitora cisteinskih proteinaza, bilo nativnog krompirovog multicistatina indukovanog 
sa MeJa (Bolter & Jongsma, 1995), E-64 (Bolter & Latoszek-Green, 1997) ili 
rekombinantnog OCI (Cloutier i sar. 1999), indukuje izozime cisteinskih proteinaza 
neosetljivih na ihnibitor. Sinteza digestivnih protenaza neosetljivih na biljne PI, bilo to 
izmena proteinaza unutar iste mehanističke klase ili zamena mehanističke klase 
digestivnih proteinaza, izgleda da predstavlja deo opšteprisutnog adaptivnog mehanizma 
insekata. Tako se, na primer, larve Spodopteru exigua reaguju na visok nivo heterologih 
inhibitora serinskih proteinaza u listovima duvana sekrecijom crevnih proteinaza koje 
nisu osetljive na inhibitor (Jongosma i sar. 1995); nakon ingestije  inhibitora tripsina 
(STI) larve Lepidoptera Agrotis ipsilon i Helicoverpa zeainges STI-senzitivne zamenjuje 
STI-insenzitivnm tripsinima (Mazumdar-Leighton & Broadway, 2001); kod larvi 
Helicoverpa armigera se, nakon ingestije inhibitora tripsina, smanjuje digestivna 
aktivnost tripsina a povećava aktivnost himotripsina (Bown i sar. 1997) ili himotripsina i 
elastaze (Wu i sar. 1997); larve Baris coerulescens nisu pogođene ishranom na uljanoj 
repici koja eksprimira OCI, jer gubitak cisteinske aktivnosti kompenzuju serinskim 





Callosobruchus maculatus odgovaraju povećanom produkcijom aspartatnih proteinaza 
(Zhu-Salzman i sar. 2003a; Ahn & Zhu-Salzman, 2009) a larve Tribolium castaneum 
proteinsku digestiju prebaciju na serinske proteinaze (Oppert i sar. 2005). Za razliku od 
hiperprodukcije “nativnih” digestivnih enzima izmena proteinaznog profila insekata 
usled ingestije heterolognih PI verovatno je regulisana “prepoznavanjem” inhibitora 
(Bown i sar. 2004). Ovakav model regulacije, istovremeno objašnjava i fenomen da PI 
koji u in vitro uslovima pokazuju snažnu i specifičnu inhibiciju digestivnih enzima 
insekta, eksprimirani in planta, ne moraju imati značajan uticaj na adaptivnu vrednost 
insekta i da, nasuprot njima, in vitro “slabiji” inhibitori iste mehanističke klase 
proteinaza u in vivo stuaciji mogu pokazati značajan efekat na rast ciljnog insekta 
(Hilder i sar. 1987; Gatehouse i sar. 1994, 1997; Bown i sar. 2004). Prema hipotezi 
Bown-a i saradnika (2004), a na osnovu analogije sa sisarskim sistemima, razlog za to je 
što snažni inbitori specifičnije reaguju sa regulatornim mehanizmima sekrecije 
digestivnih enzima insekta i dovode do kvalitativnih promena u smislu isključivanja PI-
senzitivnih i indukcije PI-insenzitivnih enzima na koje inhibitor više nema uticaja. Sa 
druge strane, “slabiji” PI usled manjeg afiniteta vezivanja nisu u potpunosti “prepoznati” 
i izazivaju kvantitativne promene - hiperprodukciju proteinaza, koje i dalje, makar 
delimično, mogu biti inhibirane ingestijom PI.  
 
Jedan od evolutivnih mehanizama za prevazilaženje prisustva PI u ishrani je i 
proteolitička inaktivacija inhibitora - veoma efikasan sistem detoksifikacije potencijalno 
štetnih proteina koji je, takođe, široko rasprostranjen među insektima. Koleoptera 
Otiorynchus sulcatus delimičnom proteolizom može inaktivirati OCII (Michaud i sar. 
1995b), a potpunom proteolizom humani stefin A, inhbitor katepsina B - čija je aktivnost 
neosetljiva na OCI, OCII i druge biljne cistatine (Michaud i sar. 1996); serinska 
proteinaza jedne druge koleoptere, Zabrotes subfasciatus, je odgovorna za degradaciju 
inhibitora α-amilaze, koju insekt nakon proteolize može koristiti kao nutritivni 
suplement (Ishimoto & Chrispeels, 1996); Helicoverpa armigera pokazuje sposobnost 
hidrolize CpTI, inhibitora tripsina (Giri i sar. 1998); koleoptera Phaedon cochleariae 
inaktivira OCI i BBI (inhibitor serinskih proteinaza) sinergističkim delovanjem serinskih 
proteinaza i leucin aminopeptidaza ne menjajući svoj digestivni profil (Girard i sar. 





indukcije dodatne enzimske aktivnosti (Yang i sar. 2009), za razliku od Callosobruchus 
maculatus gde je cisteinski PI iz soje (scN) inaktiviran kombinovanim delovanjem 
cistenskih i aspartatnih proteinaza čija se produkcija indukuje ingestijom scN (Zhu-
Salzman i sar. 2003a). 
 
Ovi podaci oslikavaju poteškoće u razvijanju povećane otpornosti biljaka pomoću 
jedinjenja koja deluju na nivou nutritivne redukcije koje se javljaju usled relativno 
složenog i hroničnog dejstva PI. Istovremeno, herbivorni insekti - posebno oni kod kojih 
se digestija zasniva na više od jedne mehanističke klase proteinaza - često su više nego 
adaptirani da prežive početni kontakt sa biljnim PI. Suočeni sa PI, insekti će pokrenuti 
različite mehanizme da izbegnu negativan uticaj PI, inaktiviraju ih, kompenzuju 
nutritivni stres ili ga čak i prekompenzuju - kao što je slučaj sa povećanjem performansi 
rasta i ishrane larvi krompirove zlatice kada su “izazvane” heterologim orizacistatinima. 
Ovo nije u potpunosti neočekivano jer se insekt uspešno razvija na krompiru, svom 
omiljenom domaćinu, uprkos prisustva različitih PI indukovanih povređivanjem (Walsh 
& Strickland, 1993; Bolter & Jongsma, 1995; Gruden i sar. 2003, 2004) i metaboličkoj 
ceni overekpresije proteinaza, kao odgovor na krompirove PI, od 14-31% potencijalne 
adaptivne vrednosti (Ortego i sar. 2001). Dodatno, larve krompirove zlatice pokazuju 
sposobost višestrukog povećnja digestivnog kapaciteta u zavisnosti od domaćina 
(Overney i sar. 1997). U prilog plastičnosti i mogućnostima adaptivnih odgovora 
digestivnog sistema larvi krompirove zlatice na različite PI ukazuje i podatak da gubitak 
aktivnsti katepsina D - aspartatne proteinaze značajne za inicijaciju hidrolize proteina 
(Brunelle i sar. 1999) - nakon ingestije rekombinantnog CDI inhibitora, larve 
krompirove zlatice kompenzuju modulacijom digestivnog profila i smanjujući 
produkciju CDI-senzitivnih enzima (Brunelle i sar. 2004) 
 
Prema tome, a i na osnovu ranijih studija (Cloutier i sar. 1999, 2000; Cingel, 2006), 
može se reći da orizacistatini eksprimirani u listovima krompira na krompirovu zlaticu 
prevashodno deluju kao nutritivni modifikatori, sa privremenim uticajem na digestivni 
kapacitet larvi, ali bez znakova značajne toksičnosti. Svi ovi podaci, i njihovo poređenje 
(videti rezultate: OCI/OCII vs OCII) ukazuju i na postojanje maksimuma digestivne 





Dodatno pojačavanje inhibitornog kapaciteta (ko-ekspresijom oba OC) - kako bi se, 
eventualno, predupredila sposobnost larvi krompirovih zlatica da overekspresijom 
cistatin-senzitivnih proteinaza prevaziđu digestivnu inhibiciju (Ortego i sar. 2001; 
Alvarez i sar. 2007) - bar na ovom nivou, nema značajnije dejstvo.       
 
 
5.6.5. Krajnja telesna masa larvi i adulta krompirove zlatice 
 
Istovremeno, dobijeni rezultati ukazuju da dostizanje kritične mase vodi do presvlačenja 
i prelaska larvi iz jednog stupnja u naredni. Ova opservacija je u skladu sa centralnom 
dogmom endokrinologije insekata (Nijhout, 1994): larve rastu do određene mase pre 
presvlačenja i ulaska u sledeći larveni stupanj, i da kritična masa mora biti postignuta za 
prestanak ishrane i inicijaciju metamorfoze. Regulacija veličine tela i vremena razvića, 
dve važne karakteriske koje određuju performansu larvi, a potom i adulta, je 
koordinisana preko neuroendokrinog sistema insekata (Davidowitz i sar. 2003, 2004; 
Davidowitz & Nijhout, 2004). Hormonsku regulaciju presvlačenja iniciraju abdominalni 
receptori istezanja koji se aktiviraju dostizanjem određene veličine larvi, a “odluka” 
larve da krene ka stadijumu lutke dešava se pre dostizanja maksimalne mase larve i ne 
zavisi od dalje ishrane (Nijhout, 2003). 
 
Rast larvi insekta je eksponencijalan i larve nekih insekata 90% uvećanja mase ostvare 
tokom poslednjeg larvenog stupnja (Davidowitz i sar. 2003; Nijhout i sar. 2006). U 
poslednjem larvenom stupnju insekt dostiže kritičnu masu - telesnu masu na kojoj larva 
više ne mora da raste ili se hrani kako bi ušla u metamorfozu. Vreme u razviću nakon 
dostizanja kritične mase označen je kao “period do prestanka rasta” (eng. Interval to 
Cessation of Growth, ICG, Davidowitz i sar. 2004; Davidowitz & Nijhout, 2004) i 
maksimum ostvarene mase larve je određen stepenom dodatnog rasta tokom ICG - 
perioda u kome larva može skoro udvostručiti svoju masu (Davidowitz i sar. 2004). 
Prema tome, izgleda logično pretpostaviti da je umanjenje maksimuma telesne mase 
larvi krompirove zlatice na OCI/OCII transformisanim listovima krompira direktno u 
vezi i sa skraćenjem trajanja L4. Veličina insekta i vreme razvića su najčešće uzajamno 





rasta vodi i ka većim jedinkama. U obrnutoj situaciji, kao što je to slučaj na OCI/OCII 
listovima, larve su - raspolažući jednim danom manje za dostizanje maksimuma mase a, 
za razliku od prethodnih stupnjeva, ne pokazujući bolje performanse rasta i ishrane - 
završavale rast sa do 19% redukovanom masom. Sličan efekat koji je kao posledicu 
imao redukciju krajnje mase larvi krompirove zlatice pokazan je i za OCII-
transformisane linije krompira (Cingel, 2006). Sa druge strane, iako je skratila trajanje 
L4 krompirove zlatice, ishrana OCI transgenim listovima krompira nije značajno uticala 
na krajnju masu larvi (Cloutier i sar. 1999). Iako insekti poseduju mehanizme regulacije 
veličine tela koji su u velikoj meri zasnovani na interakciji brzine rasta i vremena 
razvića i koji vode do za vrstu karakteristične veličine jedinke, ona može varirati u 
zavisnosti od genetičkih i faktora životne sredine. Kao što je pokazano i u slučaju 
mnogih PI - koji, sasvim izvesno, za insekta predstavljaju promenu prirodnih uslova - 
smanjenje brzine rasta vodi do manjih jedinki, i obrnuto, ali nasuprot tome npr. porast 
temperature povećava brzinu rasta ali, usled skraćenja ICG, rezultuje manjom krajnjom 
veličinom insekta (Davidowitz & Nijhout, 2004; Davidowitz i sar. 2004). 
 
Kako se najveći deo krajnje telesne mase larvi akumilira tokom poslednjeg stupnja, (kod 
krompirove zlatice više od 70%) varijacije u mehanizmima koji kontrolišu rast i veličinu 
jedinki poslednjeg larvenog stupnja će imati veći efekat na krajnju veličinu larvi nego 
varijacije u mehanizmima predhodnih stupnjeva. Izbor trenutka dostizanja kritične mase 
i regulacija vremena ishrane larve nakon toga (ICG) su dva faktora koji zajedno 
određuju krajnju masu poslednjeg larvenog stupnja. Prema ovom modelu, čak i male 
promene u tajmingu “odluke” o prestanku rasta mogu se značajno odraziti na krajnju 
veličinu insekta (Nijhout i sar. 2010). Brzina rasta na različite načine interaguje sa ova 
dva faktora u određivanju krajnje veličine larvi i ukupnog vremena razvića. Brzina rasta 
određuje koliko brzo će larva dosegnuti kritičnu masu, ali ne i vrednost kritične mase. 
Brzina rasta, takođe, određuje količinu akumulirane biomase larvi tokom ICG, ali ne i 
njegovo trajanje. Prema tome, brzina rasta je presudna u određvanju veličine larvi samo 
tokom ICG, a određuje vreme razvića samo u periodu pre dostizanja kritične mase 
(Nijhout i sar. 2010). Ovo obrazloženje je u potpunosti u skladu sa rezultatima dobijenim 
prilikom ishrane larvi OCI/OCII listovima: povećanje stope rasta tokom L2 i L3 je 





L4 larve nisu uspele kompenzovati skraćenje razvića i prestale su sa ishranom na manjoj 
krajnjoj telesnoj masi nego larve na netransformisanim listovima.  
 
Iako mehanizmi kojima larva određuje kritičnu masu nisu poznati (Nijhout, 1994), ona 
nije fiksirana veličina i, pored genetičkih, zavisi i od faktora okoline - kao što je npr. 
kvalitet ishrane (Davidowitz i sar. 2003, 2004). Takođe, pokazno je da je ona u funkciji 
inicijalnih masa larvenih stupnjeva koji joj prethode (Nijhout i sar. 2006), što može 
ukazati na mogućnost da se smanjenje krajnih masa L2 i L3 larvi krompirove zlatice na 
OCI/OCII transformisanim listovima reflektovalo na smanjenje kritične mase i, 
posledično, na finalnu masu L4.     
 
Sa druge strane, endokrina tkiva kontroliišu brzinu razvića larvi insekata, oslanjajući se 
na informacije o nutritivnom statusu (Colombani i sar. 2003). Uloga IIS (insulin/IGF) 
signalnog puta u regulaciji hormonskih signala i, posledično, vremenu razvića insekata 
dokumentovana od strane više autora (Caldwell i sar. 2005; Colombani i sar. 2005; 
Mirth i sar. 2005; Layalle i sar. 2008). Brzina rasta larvi je u velikoj meri kontrolisana 
IIS (Brogiolo i sar. 2001; Geminard i sar. 2006) i ovaj signalni put, sa jedne srane, 
koordiniše rast larvi insekata sa nutritivnim ulovima, tako da npr. povećana ishrana 
pozitivno reguliše IIS i ubrzava rast (Colombani i sar. 2005). Istovremeno, sa druge 
strane, povećanje u IIS vodi ka bržem razviću larvi i ubrzavanju događaja koji vode ka 
metamorfozi tako da u uslovima izuzetno visoke brzine rasta larve “biraju” i ekstremno 
brzo razviće (Walkiewicz & Stern, 2009). Na taj način, promene u nutritivnom statusu 
istovremeno utiču i na hormonsku regulaciju razvića larvi i mogu voditi ka promenama 
u tajmingu stupnjeva razvića i regulaciji krajnje mase. 
 
Veličina koju larva insekta dostigne pre nego što prestane sa ishranom i krene ka 
metamorfozi u velikoj meri definiše i veličinu adulta (Davidowitz i sar. 2004). Veličina 
adulta, generalno, određuje reproduktivni potencijal - prirodna selekcija će favorizovati 
krupnije jedinke, pošto npr. veće ženke pokazuju i veći fekunditet (Roff, 1992). Iako 
direktan uticaj orizacistatina na reproduktivni potencijal adulta krompirove zlatice nije 
zabeležen (Cloutier i sar. 2000), smanjenje mase adulta nakon ishrane larvi OCI/OCII 





krompirove zlatice na manje “omiljenim” domaćinima, vodi do produkcije i manjeg 
broja jaja (Latheef & Harcourt, 1972; Brown i sar. 1980) - što podržava generalni odnos 
između smanjenja mase i redukcije reproduktivne performanse. Sa druge strane, ranija 





Transgeni listovi koji eksprimiraju cistatine iz pirinča mogu biti uzrok promene 
performansi insekta ne samo u smislu prisustva “stranog” anti-digestivnog proteina. 
Postoje podaci koji jasno ukazuju na višestruku ulogu cisteinskih proteinaza u 
fiziološkim procesima insekata: počev od embriogeneze, preko presvlačenja i 
metamorfoze, do reproduktivnog procesa (Kurata i sar. 1992; Izumi i sar. 1994; 
Yamamoto i sar. 1994; Matsumoto i sar. 1997; Shiba i sar. 2001; Hegedus i sar. 2002). 
Sa druge strane, pokazano je da OCI može proći intestinalnu barijeru i naći se u 
hemolimfi insekta u imunološki aktivnom obliku (Rahbe i sar. 2003; Azzouz i sar. 2005) 
i da, ispoljavajući tropizam ka tkivima uključenim u kvantitativni transport/sekreciju 
metabolita, OCI može inhibirati ne-digestivnu proteolitičku aktivnost insekta (Rahbe i 
sar. 2003).  
 
Takođe, i neočekivane promene u biljci domaćinu nakon integracije transgena, bilo na 
genetičkom ili biohemijskom nivou, ne mogu biti isključene. Potencijalne interakcije 
između heterolognih PI i endogenih proteinaza biljke mogu nastati usled strukturne 
homologije sa ciljnim digestivnim proteazama insekta (Goulet i sar. 2008) i voditi ka 
inhibiciji (Belenghi i sar. 2003) ili pozitivnoj regulaciji (Munger i sar. 2010) 
hipersenzitivnog odgovora indukovanog patogenima ili povećanja sadržaja proteina u 
listovima (Prins i sar. 2008; Goulet i sar. 2010) i na taj način dodatno uticati na 
performanse i biohemiju ciljnog insekta. Plejotropne promene in planta mogu direktno 
doprineti povećanju otpornosti na ciljnog insekta, kao što je npr. povećanje gustine 
glanduralnih trihoma na listovima duvana - organa koji insektima smanjuju 
pristupačnost listovima - nakon ekspresije serinskog PI iz Solanum americanum (Luo i 





konstituitivnom ekspresijom PR (eng. pathogenesis-related) proteina kao što su hitinaze 
i β-glukanaze u listovima krompira koji eksprimira CCII, cistatin iz kukuruza (Munger i 
sar. 2010). Sa druge strane, ekspresija insekticidnih proteina - lektina, aglutinina (GNA) 
i inhibitora tripsina (CpTi) - u krompiru može uticati na sekundarni metabolizam i 
redukovati nivo solanidinskih glikoalkaloida, endogenih odbrambenih jedinjenja biljke 
(Birch i sar. 2002). Podaci da larve L4 stupnja krompirove zlatice “podešavaju” svoj 
digestivni profil prema setu odbrambenih jedinjenja indukovanih u krompiru (Rivard i 
sar. 2004), kao i da, na primer, nizak ili umeren nivo glikoalkaloida u veštačkoj dijeti 
krompirovih mušica, M. euphorbiae and M. persicae, stimuliše ishranu i reprodukciju 
(Fragoyiannis i sar. 1998; Gunter i sar. 1997) - podržavaju ideju o mogućem PI-
plejotropnom uticaju i na biohemiju insekta.    
 
Transfer heterolognih gena koji povećavaju otpornost prema insektima u ekonomski 
važne gajene biljke obezbeđuje brz, ekonomičan i po okolinu “prijateljski” pristup 
oplemenjivanja useva, kao dopunu tradicionalnim metodama ukrštanja. Kako je 
efektivnost ekspresije jednog proteinaznog inhibitora, bar u nekim slučajevima, 
dovedena u pitanje, narastajući podaci pokazuju da kombinacija faktora otpornosti može 
omogućiti višestruku inhibiciju, minimalnu kompenzaciju i efikasnu zaštitu protiv 
herbivornih predatora in vivo (Urwin i sar. 1998; Inanaga i sar. 2001; Outchkourov i sar. 
2004). Isto tako, neselektivna upotreba jednog insekticidnog transgena, kao u slučaju Bt-
toksina, može pospešiti evoluciju otpornosti među populacijama insekata.  
 
Strategije zaštite biljaka zasnovane na fuziji komplementarnih proteina, bilo to Bt-
toksina (Bohorova i sar. 2001; Naimov i sar. 2001), Bt-toksina i drugih insekticidnih 
peptida (Cao i sar. 2010), PI (Inagana i sar. 2001; Zhu-Salzman i sar. 2003b) ili PI i 
drugh protektivnih proteina (Fitches i sar. 2002, 2004) mogu doneti opsežniju i trajniju 
zaštitu. Tako je hibridni CDI-CCII inhibitor aspartatnih (CDI iz paradajza) i serinskih 
proteinaza (CCII iz kukuruza) imao snažan negativan uticaj na larve krompirove zlatice 
iako je stvarni potencijal CDI-CCII ostao da se pokaže in planta (Brunelle i sar. 2005). 
Takođe, ekspresija hibridnog LIP inhibitora serinskih proteaza u krompiru uzrokovala je 
blagu ali značajnu redukciju rasta krompirove zlatice (Kondrak i sar. 2005), sugerišući 





otpornosti biljaka na ovog insekta. Ironično, kada je jedan takav polipeptid, ekvistatin, 
koji jednim svojim domenom ihnibira karboksipeptidaze a drugim cisteinske proteaze i 
čija je visoka efikasnost potvrđena kada je prisutan u ishrani krompirove zlatice (Gruden 
i sar. 1998) eksprimiran u krompiru, endogene proteaze biljke su inaktivirale inhibitor 
(Outchkourov i sar. 2003).   
 
Među mnogim strategijama, predloženim da bi se izbegla ili odložila pojava 
rezistentnosti među isektima, “slaganje” transgena je, potencijano, najkorisnija. 
“Slaganje” različih Bt-toksina (Stewart i sar. 2001; Cao i sar. 2002; Kurtz i sar. 2007; 
Lian i sar. 2008; Sivasupramaniam i sar. 2008) ili kombinovanje Bt-toksina sa PI, 
lektinima ili aglutininima (Zhao i sar. 1998; Maqbool i sar. 2001; Rao i sar. 2001; Liu i 
sar. 2004; Zhang i sar. 2005; Guo i sar. 2007; Zhu i sar. 2007; Han i sar. 2007; Su i sar. 
2011; Xiao i sar. 2012) dovelo je do dodatnog povećanja otpornosti na ciljnog insekta 
i/ili povećalo opseg otpornosti biljke.  
 
Kombinovana ekspresija lektina (gna) i inhibitora tripsina (sbti) donela je transgenom 
pirinču otpornost na insekte Nilaparvata lugens i Cnaphalocrocis medinalis (Li i sar. 
2005). Koekspresija dva PI, inhibitora tripsina i fitocistatina (sporamina i CeCPI), u 
duvanu obezbedila je zaštitu od napada insekata, bakterijskih i gljivičnih patogena 
(Senthilkumar i sar. 2010). Kombinovano dejstvo PI može se ispoljiti i na sinergistički 
način (Oppert i sar. 1993; Orr i sar. 1994; Burgess i sar. 1994; Markwick i sar. 1995). To 
se može objasniti tako što kombinacija PI sprečava uspešnost adaptivnog odgovora larvi 
insekata - prebacivanje na alternativnu klasu digestivnih proteaza insekta usled dejstva 
jednog PI, biva “pokriveno” drugim PI (Oppert i sar. 1993, 2003; Dunse i sar. 2010) ili 
tako što jedan PI, dodatno štititi drugi od proteolize, inhibirajući proteinaze insekta koje 
imaju sposobnost da hidrolizuju PI (Orr i sar. 1994; Amirhusin i sar. 2007). Sa druge 
strane kombinacija protektivnih proteina može da ima i suprotan efekat: biljke 
Arabidopsis thaliana koje koeksprimiraju cry1Ac i inhibitor tripsina (CpTI) trpe veća 
oštećenja od onih sa samo cry1Ac (Santos i sar. 1996). Moguće objašnjenje je da PI, 
menjajući sastav proteaza insekta, utiče na obradu Cry protoksina i/ili ubrzava 





Zaključak koji dolazi iz ovoga rada, kao i iz nekih drugih sistema, je da kombinacija dva 
PI ne mora biti efikasna u izbegavanju kompenzatornog odgovora insekta: insekti u 
susretu sa subletalnom dozom kombinovanih PI i dalje mogu da prevaziđu inhibiciju 
indukujući akumulaciju niza dodatnih digestivnih enzima (Abdeen i sar. 2005). Isto tako, 
dodavanje drugog insekticidnog proteina transgenoj liniji koja već eksprimira jedan 
insekticidni protein istog mehanizma delovanja ne mora dovesti do povećanja otpornosti 
(Meiyalaghan i sar. 2010). Ova mogućnost se, možda uspešnije, može preduprediti 
kombinovanjem PI sa proteinima koji imaju drugačiji način delovanja, kao što su Bt-
endotoksini, lektini ili drugi insekticidni proteini.  
 
Iako je napredak genetičkog inženjeringa i molekularne biologije, uporedo sa 
saznanjima o odbrambenim mehanizmima biljaka i sposobnostima insekta da prevaziđu 
tu odbranu, kao i interakcijama enzim-inhibitor, omogućio unapređenje postojećih i 
razvijanje novih metoda zaštite biljaka, Leptinotarsa decemlineata je i dalje ostala insekt 
koji još uvek nije uspešno kontrolisan inhibitorima proteaza. Uočene promene u ishrani, 
performansama rasta i razvića larvi krompirove zlatice mogu biti tumačene kao 
regulatorni odgovor koji ima za cilj postizanje maksimuma telesne mase uprkos 
prisustvu rekombinantnih digestivnih inhibitora. Time se pokreću složene interakcije 
između ishrane, digestivnih procesa i regulatornih mehanizama rasta i razvića koje imaju 

















1. “Slaganje” OCI i OCII gena, radi dodatnog povećanja otpornosti na štetočine 
krompira, moguće je uspešno izvesti postupkom ko-transformacije sa dva različita 
soja Agrobacterium tumefaciens. Ovaj postupak je pogodan za sorte Dragačevka i 
Dezire i zabeležena frekvenca kointegracije orizacistatinskih gena kreće se između 
20% i 22%. Za sortu Jelica re-transformacija je efikasniji pristup: frekvenca 
integracije OCII gena nakon re-transformacije OCI-transformisane linije iznosila je 
91%. 
 
2. “Slaganje” dva orizacistatinska gena, bilo postupkom ko-transformacije ili re-
transformacije, moguće je postići koristeći nptII gen kao jedini selekcioni marker.  
 
3. Aktivacija regulatornih genskih sekvenci i ekspresija OCI i OCII gena indukovana je 
povređivanjem. Akumulacija i biološka aktivnost rekombinantnih OCI i OCII 
proteina nakon mehaničkog povređivanja potvrđena je kod svih analiziranih 
OCI/OCII transformisanih linija krompira.  
 
4. Transformisane OCI/OCII linije krompira gajene u kulturi in vitro i uslovima 
staklenika nisu ispoljile značajna odstupanja od normalnog fenotipa, što ukazuje na 
nizak nivo somaklonalnih varijacija i odsustvo uticaja rekombinantnih OCI i OCII 
na metabolizam biljke domaćina. Ipak, vidljiva odsupanja od normalnog fenotipa 
mogu se pokazati prilikom rasta transformisanih linija krompira u prirodnim 
uslovima, i ona se, najverovatnije, mogu pripisati uticajima kulture in vitro i/ili 
samog procesa transformacije.  
 
5. Iako nije uticala na smrtnost, ishrana larvi krompirove zlatice (Leptinotarsa 
decemlineata Say) OCI/OCII transformisanim listovima krompira imala je značajan 
uticaj na različite osobine performanse rasta i razvića larvi krompirove zlatice. Larve 
na transformisanim listovima su brže prolazile kroz stupnjeve razvića, rasle su i 





ishranom i ulazeći u prepupalnu fazu razvića. Takođe, u odnosu na kontrolne, larve 
hranjene OCI/OCII listovima su ranije dostizale stadijum lutke i, potom, adulta. 
 
6. Za razliku od prethodnih stupnjeva, L4 larve krompirove zlatice hranjene 
transformisanim listovima nisu povećanjem performansi rasta i ishrane uspele 
kompenzovati negativne efekte orizacistatina. U odnosu na larve hranjene 
netransformisanim listovima, larve na OCI/OCII listovima završavale su rast sa do 
19,4% redukovanom masom i nanele su do 18,5% manje oštećenja transformisanim 
listovima krompira. Smanjenje maksimalne mase larvi na OCI/OCII listovima 
dovelo je i do pojave adulta do 26,3% redukovane telesne mase.   
 
7. Orizacistatini koeksprimirani u listovima krompira na krompirovu zlaticu 
prevashodno deluju kao nutritivni modifikatori, sa privremenim uticajem na 
digestivni kapacitet larvi. Ingestija rekombinantnih OCI i OCII početno smanjuje 
ukupnu proteolitičku aktivnost kao i specifičnu aktivnost cisteinskih proteinaza 
insekta, koja se pri hroničnoj ingestiji inhibitora vraća na kontrolni nivo, što ukazuje 
na postepene kompenzatorne odgovore proteaza larvi na prisustvo rekombinantnih 
orizacistatina u ishrani. 
 
8. Uočene promene u ishrani, rastu i razviću larvi krompirove zlatice mogu biti 
tumačene kao regulatorni odgovor koji omogućava održavanje maksimuma telesne 
mase na kontrolnom nivou uprkos prisustvu rekombinantnih digestivnih inhibitora. 
Time se pokreću složene interakcije između ishrane, digestivnih procesa i 
regulatornih mehanizama rasta i razvića koje mogu da kompenzuju potencijalno 
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